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The boldness of asking deep questions may require unforeseen 







Processos patológicos como o câncer têm um importante reflexo na síntese proteica e, 
consequentemente, no repertório de proteínas secretadas pelas células tumorais. No 
contexto da biologia tumoral, estas proteínas secretadas possuem um papel fundamental 
na comunicação intercelular. Há, inclusive, evidências de proteínas intracelulares fora da 
célula desempenhando diferentes funções no desenvolvimento e progressão do câncer, 
ressaltando a importância do estudo de vias de secreção proteica não convencionas. 
Deste modo, linhas de pesquisa em oncologia têm explorado cada vez mais o estudo de 
proteínas secretadas para o entendimento da interação de células tumorais com o 
microambiente. Objetivos: identificação do repertório de proteínas secretadas não 
convencionalmente nos secretomas de câncer de mama, melanoma, cólon, ovário e 
sarcoma de Ewing. Métodos: arquivos de espectrômetros de massas oriundos de 
diferentes tipos de secretomas tumorais – cólon, mama, melanoma, ovário e sarcoma de 
Ewing – foram obtidos da plataforma ProteomeXchange. As buscas no banco de dados 
foram feitas usando a plataforma Trans Proteomics Pipeline e o algoritmo de busca 
Comet, considerando uma taxa de falsos positivos (FDR) ≤ 1% ao nível de 
proteína/peptídeo. Filtros foram aplicados nas listas de proteínas através de anotações 
manuais no banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot. Análises de enriquecimento 
funcional/localização celular e enriquecimento de vias foram feitas utilizando as 
plataformas Cytoscape e Reactome. Análises mutacionais foram realizadas utilizando 
dados de pacientes, disponíveis na plataforma cBioPotal for Cancer Genomics e a 
avaliação da expressão de proteínas selecionadas em amostras de tecido tumorais e não 
tumorais foi realizada na plataforma The Human Protein Atlas. A análise dos dados e a 
criação de imagens foram feitas através de scripts próprios criados a partir da linguagem 
de programação R. Resultados: 6.092 proteínas foram identificadas. Destas, 2.312 
proteínas não pertenciam a nenhuma via de secreção convencional e foram selecionadas 
para análise. A porcentagem de proteínas possivelmente de via secretória não canônica 
nos secretomas em relação aos secretomas pré-filtragem variou de 17% (melanoma) a 
39% (ovário) e mostrou uma similaridade proteica dentre diferentes tipos de secretomas 
tumorais como, por exemplo, cólon e ovário. Análises de enriquecimento das dezenove 
proteínas compartilhadas em todos os secretomas estudados mostraram que elas estão 
enriquecidas no núcleo e sua principal função está relacionada à SUMOilação, uma 
modificação pós-traducional, de proteínas. A análise de amostras de tecido de pacientes 
na plataforma The Human Protein Atlas corrobora com a mudança de localização do 
núcleo para o citoplasma de três proteínas, dentre as dezenove compartilhadas, no 
câncer de cólon, ovário e melanoma, indicando a presença de proteínas nucleares no 
secretoma. Conclusão: foi possível observar o enriquecimento de proteínas 
intracelulares, sobretudo de proteínas nucleares – inclusive relacionadas ao transporte 
nuclear – no repertório de proteínas secretadas por diferentes tipos de câncer, 
característica que sugere vias não-canônicas sendo acionadas por estas proteínas. 
Portanto, a principal hipótese é de que processos de SUMOilação podem estar 
envolvidos na exportação e secreção das proteínas nucleares. 
 
Palavras-chave: Secretoma. Vias de secreção proteica não convencionais. Câncer. 






Pathological processes such as cancer have an important effect on protein synthesis and, 
consequently, on the repertoire of proteins secreted by tumor cells. In the context of tumor 
biology, these secreted proteins play an essential role in intercellular communication. 
There is even evidence of intracellular proteins outside the cell performing different 
functions in the development and progression of cancer, highlighting the importance of 
studying non-conventional protein secretion pathways. Thus, research in oncology have 
increasingly explored the study of secreted proteins to understand the interaction of tumor 
cells with the microenvironment. Aim: identify the repertoire of proteins unconventionally 
secreted in the secretomes of breast cancer, melanoma, colon, ovary, and Ewing's 
sarcoma. Methods: files of mass spectrometers from different types of tumor secretomes 
– colon, breast, melanoma, ovary, and Ewing's sarcoma – were obtained from the 
ProteomeXchange platform. The database searches were performed using the Trans 
Proteomics Pipeline platform and the Comet search algorithm, considering a false positive 
rate (FDR) ≤ 1% at the protein/peptide level. Filters were applied to the protein lists through 
manual annotations in the UniProtKB/Swiss-Prot database. We performed functional 
enrichment/cell location and pathway enrichment analyzes using the Cytoscape and 
Reactome platforms. After, we performed mutational analyzes using patient data, 
available on the cBioPotal for Cancer Genomics platform and the evaluation of the 
expression of selected proteins in tumor and non-tumor tissue samples on The Human 
Protein Atlas platform. We performed data analysis and created images using in-house 
scripts created with R programming language. Results: We identified 6,092 proteins. Of 
these, 2,312 proteins did not belong to any conventional secretion pathway and were 
selected for further analysis. The percentage of proteins possibly from non-canonical 
secretory pathway in the secretomes (when compared to those in the pre-filtering step) 
ranged from 17% (melanoma) to 39% (ovary) and showed a similarity among different 
types of tumor secretomes, such as colon and ovary. Enrichment analysis of the nineteen 
shared proteins in all secretomes showed that they are enriched in the nucleus and their 
main function is related to SUMOylation, a post-translational modification. The analysis of 
tissue samples from patients on The Human Protein Atlas platform corroborates with the 
change of nucleus location to the cytoplasm of three proteins, among the nineteen shared 
ones, in colon cancer, ovary cancer, and which indicates the presence of nuclear proteins 
in the secretomes. Conclusion: we observed the enrichment of intracellular proteins, 
especially nuclear proteins – including those related to nuclear transport – in the repertoire 
of proteins secreted by different types of cancer, which suggests non-canonical pathways 
being triggered by these proteins. Therefore, the main hypothesis is that SUMOylation 
processes may be involved in the export and secretion of nuclear proteins. 
 
Keywords: Secretome. Unconventional protein secretion pathways. Cancer. 
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A síntese de todas as proteínas ocorre através dos ribossomos, presentes no 
citosol de células eucarióticas; a exceção ocorre devido a proteínas sintetizadas em 
mitocôndrias e plastídios (ALBERTS, B.; BRAY, D.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, 
K.; WATSON, 2017). O destino de cada proteína sintetizada depende de sua 
sequência de aminoácidos, que funciona como um código de endereçamento, 
indicando o local para onde a proteína recém-sintetizada deverá ir, seja dentro ou fora 
da célula; contudo, algumas proteínas não possuem qualquer sinal de endereçamento 
e permanecem no citosol como proteínas residentes (VON HEIJNE, 1990).  
 Um exemplo são os sinais de endereçamento de proteínas nucleares, 
chamados de sinais de localização nuclear, que podem estar situados em qualquer 
local da estrutura primária de proteínas (QUIMBY; CORBETT, 2001). Para iniciar a 
importação nuclear, estes sinais de endereçamento devem ser reconhecidos por 
receptores de importação nuclear, também chamadas de importinas; esta ligação 
pode ser direta ou indireta, através de transportadores. Estes receptores se ligam 
tanto aos sinais de endereçamento das proteínas nucleares quanto às sequências de 
fenil alanina-glicina presentes na região central do poro nuclear e assim são guiados 
até chegarem ao núcleo, dissociando-se da proteína nuclear e retornando então ao 
citosol (QUIMBY; CORBETT, 2001).  
 As proteínas destinadas à secreção fazem parte de uma via de secreção 
proteica convencional ou clássica. Elas são encaminhadas primeiramente do citosol 
ao retículo endoplasmático; estas proteínas só deixam o retículo endoplasmático após 
estarem completamente enoveladas e então seguem empacotadas em vesículas, e 
posteriormente agrupamentos, para o complexo de Golgi, onde sofrem uma série de 
modificações conforme avançam pelas redes cis e trans de Golgi, quando são, por 
fim, distribuídas para vesículas secretoras ou lisossomos (HERRMANN; MALKUS; 
SCHEKMAN, 1999). Após carregadas, estas vesículas chegam ao local de secreção 
e esperam, próximas a membrana plasmática, um sinal para que secretem seu 
conteúdo (VIOTTI, 2016).  
 Embora a via de secreção proteica convencional seja responsável pela 
secreção da maioria das proteínas (VIOTTI, 2016), não é incomum o uso de vias 





-Golgi. Estas vias são chamadas de vias de secreção proteica não convencionais e 
são induzidas por diferentes tipos de estresse às células, tais como o estresse oriundo 
de doenças inflamatórias e câncer  (NICKEL; RABOUILLE, 2009; RABOUILLE, 2017).  
 Deste modo, processos patológicos como o câncer têm um importante reflexo 
na síntese proteica e, consequentemente, no repertório de proteínas secretadas pelas 
células tumorais (XUE; LU; LAI, 2008). No contexto da biologia tumoral, estas 
proteínas secretadas possuem um papel fundamental na comunicação intercelular, 
havendo inclusive relatos da presença de proteínas intracelulares fora da célula 
desempenhando diferentes funções no desenvolvimento e progressão tumoral  (MA 
et al., 2020; MÉNDEZ et al., 2019; ODUNUGA; LONGSHAW; BLATCH, 2004). Deste 
modo, linhas de pesquisa em oncologia têm explorado cada vez mais o estudo de 
proteínas secretadas para o entendimento da interação de células tumorais com o 
microambiente (BROWN et al., 2012; LIN et al., 2013; SANTOS; MARTINS; HAJJ, 














2 REVISÃO DA BIBLIOGRAFIA 
2.1 Endereçamento e tráfego de proteínas  
A síntese de todas as proteínas começa no citosol, através de ribossomos; a 
exceção ocorre em poucas proteínas que são sintetizadas nos ribossomos de 
mitocôndrias e plastídios. O destino posterior de cada proteína depende de sua 
sequência de aminoácidos, que podem abranger sinais de endereçamento que 
direcionam o envio da proteína para locais fora do citosol ou então para a superfície 
de outras organelas. Algumas proteínas não possuem qualquer sinal de 
endereçamento e, portanto, permanecem no citosol como proteínas residentes; outras 
apresentam sinais de endereçamento que são específicos para o seu direcionamento 
do citosol ao núcleo, ao retículo endoplasmático rugoso (RE), aos plastídios ou aos 
peroxissomos. Além disso, os sinais de endereçamento também podem conduzir o 
transporte de proteínas do RE a outros destinos dentro da célula (OTT; AMUNTS; 
BROWN, 2016; PALADE, 1975)  
Os princípios gerais aos quais os sinais de endereçamento atuam em uma 
célula eucariótica são compreendidos por três mecanismos fundamentais: transporte 
controlado por comportas; transporte transmembrana ou translocação de proteínas; e 
transporte vesicular (Figura 1). No transporte controlado por comportas, as proteínas 
e moléculas de RNA se movem entre citosol e núcleo através de complexos do poro 
nuclear no envelope nuclear; estes complexos funcionam como canais seletivos e 
auxiliam tanto o transporte ativo de macromoléculas específicas, quanto a difusão livre 
de pequenas moléculas. Na translocação de proteínas, translocadores de proteínas 
transmembrana transportam diretamente proteínas específicas através da membrana 
do citosol para outro espaço com topologia diferente; para passar pelo translocador, 
a proteína transportada geralmente precisa se desdobrar. No transporte vesicular, 
vesículas de transporte esféricas de diferentes tamanhos levam proteínas de um 
espaço para outro. A transferência de proteínas solúveis do RE ao complexo de Golgi 
ocorre dessa maneira (ALBERTS, B.; BRAY, D.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K.; 
WATSON, 2017; PALADE, 1975; QUIMBY; CORBETT, 2001). 
Cada uma dessas formas de transferência de proteínas é guiada por sinais de 
endereçamento na proteína transportada, que são reconhecidos pelos receptores de 





núcleo, por exemplo, seu sinal deve ser reconhecido por receptores ao longo da sua 
trajetória até o poro nuclear; o mesmo ocorre para os outros tipos de transporte; se 
uma proteína for carregada por uma vesícula, um receptor na membrana apropriada 
deve reconhecer seu sinal de endereçamento. Estes receptores de endereçamento 
reconhecem classes de proteínas mais do que proteínas específicas, e podem ser 
vistos como sistemas de transporte que são dedicados ao transporte de inúmeros 
componentes distintos até seu destino correto dentro da célula (ALBERTS, B.; BRAY, 
D.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K.; WATSON, 2017).  
Figura 1 – Roteiro simplificado do tráfego de proteínas em uma célula eucariótica 
Fonte: Extraído e adaptado ALBERTS et al., 2017, p. 646 
Nota. Roteiro simplificado do tráfego de proteínas em uma célula eucariótica. As proteínas podem se 
mover de um setor a outro da célula através de comportas (vermelho), translocação (azul) ou transporte 
vesicular (verde). Os sinais de endereçamento direcionam o caminho da proteína ao longo dos 
compartimentos (retângulos) e para muitas proteínas, o direcionamento só termina quando as proteínas 






Em geral, os sinais de endereçamento das proteínas envolvidos no transporte 
transmembrana encontram-se em geral, em um trecho de aminoácidos de 15 a 60 
resíduos. Estas sequências-sinal são frequentemente encontradas na porção N-
terminal da cadeia polipeptídica e, em diversos casos, peptidases-sinal específicas 
removem a sequência-sinal da proteína, indicando que o transporte está finalizado. 
Em outros casos, como nas proteínas nucleares, o sinal de endereçamento encontra-
se em extensões internas e permanecem como parte da proteína, não sendo removido 
pelas peptidases-sinal (PALADE, 1975; QUIMBY; CORBETT, 2001). 
Cada sequência-sinal define um destino específico na célula. As proteínas 
destinadas ao RE geralmente possuem uma sequência-sinal na sua região N-terminal, 
e uma de suas características é uma sequência composta de 5 a 10 aminoácidos 
hidrofóbicos. Muitas dessas proteínas se deslocarão do RE rugoso para Golgi, mas 
há algumas com um sinal específico de quatro aminoácidos em sua região C-terminal 
que identifica as proteínas como residentes no RE e assim, elas retornam a ele (VON 
HEIJNE, 1990). A Figura 2 apresenta algumas dessas sequências-sinal específicas.   
Figura 2 – Sequências-sinal típicas de acordo com sua função 
Fonte: Extraído e adaptado de ALBERTS et al., 2017, p. 648 
2.2 Transporte de proteínas nucleares 
2.2.1 Sinais de endereçamento 
Sinais de endereçamento das proteínas nucleares, chamados de sinais de 
localização nuclear (NLSs; do inglês, nuclear localization signals) podem estar 





alças na superfície da proteína. O transporte de proteínas nucleares ocorre através 
de complexos do poro nuclear (NPCs; do inglês, nuclear pore complexes), 
posicionados nos poros do núcleo, que estão presentes no envelope nuclear em todas 
as células eucarióticas (Figuras 3A; 3B) (HETZER; WENTE, 2009; ROTHBALLER; 
KUTAY, 2013) 
Figura 3 – Estrutura do envelope nuclear 
 
 





Nota. Envelope nuclear. (A) Estrutura do envelope nuclear, onde estão contidos os poros nucleares. 
(B) Estrutura dos complexos do poro nuclear (NPC) que se encontram posicionados no poro nuclear. 
Cada NPC é composto por um grupo de cerca de 30 proteínas diferentes, ou nucleoporinas; as 
proteínas que formam a porção central do NPC estão orientadas simetricamente ao longo do envelope 
nuclear de modo que tanto o lado nuclear quanto o lado citosólico pareçam idênticos. 
 
O transporte pelos NPCs é diferente do transporte de proteínas 
transmembrana, pois ocorre através de um poro aquoso ao invés do uso de uma 
proteína transportadora e, por esta razão, as proteínas nucleares podem ser 
transportadas para dentro do núcleo, através de um NPC, em sua conformação 
completamente enovelada; todavia, as proteínas não nucleares precisam ser 
extensivamente desenoveladas durante seu transporte para outras organelas.  
Para iniciar a importação nuclear, a maioria dos NLSs devem ser reconhecidos 
por receptores de importação nuclear, também chamados de importinas, através de 
uma ligação direta ou através de proteínas adaptadoras; alguns receptores de 
importação nuclear correlacionam-se estruturalmente com proteínas adaptadoras, 
indicando uma origem evolutiva em comum.  
Estes receptores de importação se ligam tanto ao NLS da proteína a ser 
transportada quanto às sequências repetidas de fenilalanina–glicina (FG) nos 
domínios do canal de nucleoporinas, alinhados na região central do poro; essas 
repetições FG interagem fracamente e impõem uma barreira de permeabilidade a 
grandes moléculas, além de servirem como um local de ancoragem para os 
receptores nucleares de importação. Os receptores de importação se ligam às 
repetições FG ao longo do caminho e quando chegam no núcleo, dissociam-se da 
proteína e retornam ao citosol; sabe-se que a importação através dos NPCs concentra 
proteínas somente do núcleo, aumentando a ordem da célula (HÜLSMANN; 
LABOKHA; GÖRLICH, 2012; KÖHLER; HURT, 2007; STRAMBIO-DE-CASTILLIA; 
NIEPEL; ROUT, 2010; TRAN; WENTE, 2006) 
2.2.2 Direcionalidade no transporte nuclear 
Tanto a importação quanto a exportação nuclear dependem do armazenamento 
de energia em gradientes de concentração na forma ligada ao GTP da GTPase Ran 
monomérica. Assim como outras GTPases, Ran pode existir em dois estados 
conformacionais e a conversão entre estes dois estados é desencadeada por duas 





(GAP; do inglês, GTPase-actvating protein) e aciona a hidrólise GDP, convertendo 
Ran-GTP em Ran GDP, e um fator de troca de guanina (GEF; do inglês, guanine 
exhange fator) nuclear, que promove a troca de GDP para GTP, convertendo Ran-
GDP em Ran-GTP. Nota-se que enquanto o citosol contém principalmente Ran-GDP, 
o núcleo contém sobretudo Ran-GTP (Figura 4). 




Fonte: Extraído e adaptado de ALBERTS et al., 2017, p. 653. 
Nota. Direção do transporte nuclear a partir de Ran-GDP e Ran-GTP. Nota-se que enquanto o citosol 
contém principalmente Ran-GDP, o núcleo contém sobretudo Ran-GTP.  
 
 O gradiente das duas formas conformacionais de Ran dirige o transporte 
nuclear na direção correta. A junção dos receptores de importação nuclear nas 
repetições FG no lado citosólico do NPC ocorre somente quando estes receptores 
estão ligados à carga proteica apropriada, logo após eles entram no canal. Ao 
atingirem o lado nuclear do complexo do poro, Ran-GTP liga-se a eles e esta ligação 
faz os receptores de importação liberarem sua carga. No citosol, Ran-GDP não se liga 
a receptores de importação ou exportação e o descarregamento ocorre apenas no 
lado nuclear do NPC. Dessa maneira, a localização nuclear de Ran-GTP cria a 
direcionalidade do processo de importação. 
Depois de descarregar sua carga no núcleo, o receptor de importação vazio 





Ran-GAP estimula Ran-GTP a hidrolisar seu GTP ligado, convertendo-o, assim, em 
Ran-GDP, o qual dissocia-se do receptor. Novamente no citosol, o receptor está 
pronto para outro ciclo de importação nuclear (Figura 5A). 
Muito embora a exportação nuclear ocorra através de um mecanismo similar, 
Ran-GTP no núcleo promove a ligação da carga ao receptor de exportação, ao invés 
de promover a dissociação da mesma. Como o receptor de exportação se movimenta 
através do poro nuclear para o citosol, ele se liga a Ran-GAP que induz o receptor a 
hidrolisar seu GTP a GDP; logo após, o receptor de exportação libera tanto sua carga 
quanto RAN-GDP no citosol. Os receptores de exportação livres retornam ao núcleo 
para completar o ciclo (Figura 5B).  
Figura 5 – Direcionalidade na importação e exportação nuclear 
 
Fonte: Extraído e adaptado de ALBERTS et al., 2017, p. 654. 
Nota. Direção do transporte nuclear. Na figura, há a elucidação da direção da (A) importação e (B) 





2.3 Via de secreção proteica convencional (ou clássica) 
2.3.1  Do retículo endoplasmático até Golgi 
A maior parte da síntese de proteínas celulares ocorre na superfície citosólica 
do RE rugoso e as proteínas destinadas à secreção ou a outras organelas são 
importadas, primeiramente, do citosol para o RE. Já no lúmen do RE, essas proteínas 
se enovelam e se oligomerizam, de modo que só deixam o RE quando estão 
adequadamente enoveladas; as proteínas que não se enovelam ou oligomerizam 
corretamente são levadas de volta ao citosol, onde são degradadas em proteassomos 
(BRAAKMAN; BULLEID, 2011; BRODSKY; SKACH, 2011; VON HEIJNE, 2011; 
WALTER; RON, 2011).  
Após serem corretamente enoveladas e montadas no RE, as proteínas são 
então empacotadas em vesículas de transporte revestidas por COPII (do inglês, coat 
protein II) que se destacam da membrana do RE; em seguida, estas vesículas perdem 
seu revestimento e se fundem umas às outras para formarem agrupamentos tubulares 
de vesículas. Em células animais, esses agrupamentos se movem para o complexo 
de Golgi, onde se fusionam uns aos outros para formar a rede cis de Golgi. Neste 
momento, proteínas que sejam residentes do RE e esquivaram-se de lá são 
devolvidas por esses agrupamentos por um transporte retrógrado.  
O complexo de Golgi realiza uma série de modificações nas proteínas – por 
exemplo, processos de fosforilação e glicosilação – que recebe do RE e então as 
distribui para vesículas secretoras, membrana plasmática e lisossomos. O complexo 
de Golgi é uma organela que consiste em uma ou mais pilhas de cisternas em forma 
de disco e cada pilha é organizada com compartimentos funcionalmente distintos e 
estações especiais de seleção que são chamadas de rede cis de Golgi e rede trans 
de Golgi (TGN; do inglês, trans Golgi network). As proteínas se movem através das 
pilhas de Golgi em uma direção cis–trans. As novas proteínas concluídas terminam 
na rede trans de Golgi, que as empacota em vesículas de transporte para enfim 
despachá-las a seus destinos dentro ou fora da célula (EMR et al., 2009; FARQUHAR; 





2.3.2 Transporte da rede trans de Golgi para o exterior da célula 
As vesículas secretoras formam-se a partir da TGN e liberam seus conteúdos 
ao exterior da célula por exocitose em respostas a sinais específicos. O produto 
secretado pode ser tanto uma pequena molécula ou então uma proteína.  
Há duas vias de secreção: vias de secreção constitutiva e regulada, sendo que 
as duas vias são oriundas da TGN. A via constitutiva secreta continuamente proteínas 
solúveis através de exocitose e fornece lipídeos e proteínas recém-sintetizados para 
a membrana plasmática. A via de secreção regulada ocorre através da seleção de 
proteínas na TGN, as quais são desviadas para as vesículas secretoras, que 
posteriormente esperam um sinal para liberarem seu conteúdo (Figura 6) (ALBERTS, 
B.; BRAY, D.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K.; WATSON, 2017; BURGESS; 
KELLY, 1987).   
Figura 6 – Vias secretoras constitutiva e regulada  





As proteínas destinadas às vesículas secretoras, chamadas de proteínas de 
secreção ou secretoras, são empacotadas em vesículas apropriadas na TGN através 
de um mecanismo que envolve um agrupamento seletivo de proteínas de secreção. 
Os sinais que direcionam essas proteínas de secreção não são bem definidos e 
podem ser muito diversos.  
No início, estas vesículas encontram-se imaturas e se parecem com cisternas 
dilatadas da rede trans de Golgi que saíram do complexo de Golgi; contudo, conforme 
as vesículas amadurecem, elas se fundem umas às outras e se tornam concentradas 
de proteínas. Após carregadas, essas vesículas secretoras chegam ao local de 
secreção, muitas vezes distante da TGN, e esperam próximas da membrana 
plasmática até que recebam um sinal para que secretem seu conteúdo para então se 
fundirem na membrana (ALBERTS, B.; BRAY, D.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, 
K.; WATSON, 2017; BURGESS; KELLY, 1987).  
Os exossomos são um subconjunto de vesículas extracelulares rodeado por 
uma membrana de bicamada lipídica e secretado pela maioria células eucarióticas 
(RUIVO et al., 2017). Identificados no final da década de 1980, os exossomos eram 
originalmente considerados como produtos celulares residuais (JOHNSTONE et al., 
1987); contudo, com o desenvolvimento de novas metodologias e técnicas de 
pesquisa, notou-se que os exossomos representam um novo modo de comunicação 
intercelular e contribuem para uma ampla gama de processos biológicos na saúde e 
na doença, incluindo câncer (KALLURI; LEBLEU, 2020). 
A função biológica do exossomo depende de suas cargas bioativas, como 
lipídios, metabólitos, proteínas e ácidos nucléicos (PUHKA et al., 2017; SCHEY; 
LUTHER; ROSE, 2015; SKOTLAND; SANDVIG; LLORENTE, 2017; VAN DEN 
BOORN et al., 2013), que podem ser entregues às células-alvo. Crescentes 
evidências sugerem que exossomos derivados de tumor desempenham papéis 
críticos no câncer. Portanto, exossomos e suas cargas podem servir como 
marcadores de prognóstico do câncer, alvos ou mesmo como portadores de drogas 
anticâncer (TAI et al., 2018). 






Figura 7 – Visão geral da via de secreção proteica convencional 
Fonte: Imagem extraída do site: <http://mayelizi.blogspot.com/2015/04/o-que-e-complexo-de-golgi-o-
complexo-de.html> 
2.4 Vias de secreção proteica não convencionais  
A maioria das proteínas secretadas seguem a via de secreção proteica 
convencional, que envolve um caminho bem documentado das proteínas do RE ao 
complexo de Golgi, até serem finalmente secretadas para o exterior da célula. No 
entanto, não é incomum o uso de vias alternativas de secreção proteica, que não 
sigam a ordem RE–Golgi. Recentemente, tem sido mostrado que um número 
significativo de proteínas alcança a membrana plasmática ou o espaço extracelular 
por diferentes vias. Estas vias são chamadas de vias de secreção proteica não 
convencionais (UPS; do inglês, unconventional protein secretion) (RABOUILLE, 
2017).  
Estas vias não convencionais podem ser divididas em dois tipos: (i) secreção 
extracelular de proteínas citosólicas que não carregam o peptídeo sinal, por exemplo, 
as proteínas leaderless (proteínas sem líder, em uma tradução livre); (ii) tráfego na 
superfície celular de proteínas transmembrana, contendo peptídeo-sinal, através de 





As proteínas learderless, por sua vez, podem ser secretadas através da 
mediação de três mecanismos: Tipo I, ou translocação direta da proteína mediada por 
poros através da membrana plasmática; Tipo II, secreção baseada em 
transportadores ABC (comum em leveduras); e o Tipo III ou secreção baseada em 
autofagossomo/endosomo.  
A segunda categoria (tráfego na superfície celular de proteínas 
transmembrana) é composta por proteínas com peptídeo sinal e/ou domínio 
transmembrana que entram no RE mas desviam seu caminho do complexo de Golgi 
e vão direto à membrana plasmática, este também é chamado de tipo IV ou Golgi–
bypass (Figura 8) (KIM; GEE; LEE, 2018; RABOUILLE, 2017).  
A maioria das vias UPS são induzidas por diferentes tipos de estresse à célula, 
tais como falta de nutrientes (CRUZ-GARCIA et al., 2014), estresse mecânico  
(SCHOTMAN; KARHINEN; RABOUILLE, 2008), inflamação (SCHRODER; 
TSCHOPP, 2010) e estresse no RE (GEE et al., 2011). Observa-se que muitas 
doenças estão associadas com diversos tipos de estresse não só no nível celular, mas 
também no nível do organismo (FULDA et al., 2010).  
Estudos recentes têm mostrado que heat shock proteins (HSPs) são 
secretadas de forma não convencional e participam de um papel essencial na 
imunomodulação, proliferação, invasão e angiogênese em processos tumorais  
(RODRÍGUEZ et al., 2009; SANTOS; MARTINS; HAJJ, 2017). Por exemplo, a 
proteína HSPH1, quando secretada por células de câncer de cólon, induz a 
diferenciação de macrófagos, favorecendo um perfil pró-tumoral e anti-inflamatório 
(BERTHENET et al., 2016); além disso, HSPB1 secretada por células de câncer de 
mama, ativa a diferenciação de monócitos para macrófagos com fenótipos 
imunotolerantes que perdem a atividade tumoricida e se tornam pró-angiogênicos 
(ARISPE; DOH; DE MAIO, 2002).  
Ademais, há o registro de proteínas intracelulares que possuem funções 
diferentes quando secretadas, contribuindo para invasão de tecidos, o que sugere, 
inclusive, a presença de novas vias de secreção proteica não convencionais que ainda 
não foram completamente elucidadas (MÉNDEZ et al., 2019; SCAFFIDI; MISTELI; 
BIANCHI, 2002). Deste modo, o estudo das UPS indica um grande potencial para o 
melhor entendimento e desenvolvimento de tratamentos para diversas doenças, 





Figura 8 – Visão geral das vias de secreção proteica convencional e não convencionais 
Fonte: Extraído e adaptado de KIM; GEE; LEE, 2018 
Nota: Visão geral das vias de secreção proteica tanto convencional quanto não convencionais. 
Observa-se à esquerda a via de secreção convencional e à direita as quatro vias de secreção não 
convencionais conhecidas. Os tipos de proteínas secretadas estão divididos em um código de cores: 
proteínas transmembrana (via convencional) em azul, proteínas do RE (amarelo), proteínas leaderless 
citosólicas em laranja e proteínas transmembrana (via não convencional) em vermelho. 
2.5 O secretoma 
Todas as proteínas secretadas, assim como outras moléculas que são 
secretadas pelas células para o meio extracelular, formam um agrupamento definido 
pelo termo secretoma. Este termo foi primeiramente utilizado em um estudo 
genômico de proteínas secretadas pela bactéria Bacillus subtilis (TJALSMA et al., 
2000). Segundo a definição proposta por AGRAWAL et al. (2010), o secretoma 





extracelular por uma célula, tecido, órgão, ou organismo, a qualquer momento e 
condição, através de mecanismos conhecidos e desconhecidos que regulam 
organelas secretórias”. 
O secretoma também possui uma rica fonte de alvos de medicamentos e 
grande parte dos exames de diagnóstico de sangue utilizados na clínica são 
direcionados para proteínas secretadas, o que enfatiza a importância dessa classe de 
proteínas para a medicina e a biologia (XUE; LU; LAI, 2008). Ademais, as proteínas 
secretadas mais abundantes incluem enzimas pancreáticas como a Chymotrypsin-like 
elastase family, member 3A (CELA3A; Figura 9) e outras enzimas digestivas 
expressas na glândula salivar ou estômago (The Human Protein Atlas; 
https://www.proteinatlas.org/; THUL et al., 2017; UHLEN et al., 2017). 
Figura 9 – CELA3 em amostra histológica no pâncreas 
 
Fonte: The Protein Atlas 
Nota. Amostra histológica mostrando a localização (seta amarela) da proteína secretada CELA3A no 
pâncreas. 
 
 Como visto anteriormente, a sequência-sinal ou peptídeo sinal indica para qual 
compartimento a proteína será encaminhada, inclusive se será encaminhada para fora 
da célula. Um peptídeo sinal possui uma série de recursos que permitem sua previsão 







No banco de dados The Human Protein Atlas, o secretoma humano foi predito 
por uma varredura do proteoma inteiro usando três métodos para predição de 
peptídeo-sinal: SignalP4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; ALMAGRO 
ARMENTEROS et al., 2019), Phobius (https://phobius.sbc.su.se/; (KÄLL; KROGH; 
SONNHAMMER, 2007) e SPOCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/; (VIKLUND et al., 
2008), os quais mostraram dar resultados de predição confiáveis em uma análise 
comparativa. Todas as proteínas com um peptídeo sinal previsto por pelo menos dois 
dos três métodos foram consideradas secretadas e foram posteriormente anotadas 
manualmente a fim de excluir genes que são previstos por residir em locais 
intracelulares, como RE ou complexo de Golgi, apesar de terem uma previsão de 
peptídeo sinal (THUL et al., 2017).  
Os números resultantes de proteínas secretadas previstas são mostrados na 
Tabela 1. 
Tabela 1 – Predição do secretoma humano por quatro métodos de predição diferentes  
 
Método utilizado  Número de proteínas  Referência 
Proteínas secretadas previstas 
em The Human Protein Atlas 
4361 
(THUL et al., 2017; UHLEN et al., 2017; 
UHLÉN et al., 2015) 
Proteínas secretadas previstas 
em SignalP 
5816 (ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019) 
Proteínas secretadas previstas 
em Phobius 
7613 (KÄLL; KROGH; SONNHAMMER, 2007) 
Proteínas secretadas previstas 
em SPOCTOPUS 
8165 (VIKLUND et al., 2008) 
 
Nota. O número de proteínas secretadas em The Human Protein Atlas é consideravelmente menor pois 
na metodologia utilizada foram excluídas proteínas intracelulares que continham uma previsão de 
peptídeo sinal.  
2.6 Secretoma e câncer 
As funções biológicas das proteínas secretadas são diversas, compreendendo 
desde moléculas sinalizadoras que participam de processos celulares como 
diferenciação, apoptose e angiogênese, até componentes envolvidos em processos 
patológicos, como metástase, em diversos tipos de câncer (PATEL et al., 2014).  
Processos patológicos como o câncer têm um importante reflexo na síntese 
proteica e, consequentemente, no repertório de proteínas secretadas por células 





GOODALL, 2013); deste modo, o secretoma de células tumorais pode ser uma fonte 
promissora de possíveis biomarcadores, pois proteínas secretadas também podem 
ser detectadas em fluídos biológicos como saliva, sangue e urina, comumente 
analisados em exames de rotina e/ou de acompanhamento do prognóstico de 
pacientes (LIN et al., 2013). 
As células tumorais frequentemente recrutam células do estroma tumoral para 
contribuir no processo tumorigênico. Esta contribuição pode ocorrer tanto pela indução 
na produção e liberação de sinais moleculares, que atuem na progressão tumoral, 
quanto pelo auxílio na dispersão de células tumorais, por meio da atividade de 
proteases que degradam a matriz extracelular. (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011; 
KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010).  
Neste processo, a secreção de moléculas específicas feita por células tumorais 
torna-se uma estratégia de grande eficácia para mediação dos eventos de sinalização 
celular, contribuindo direta ou indiretamente para o desenvolvimento e proliferação 
das células cancerosas (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011). 
Abordagens experimentais sistêmicas voltadas para a caracterização de 
secretomas celulares fornecem indícios qualitativos e quantitativos de extrema 
importância para o entendimento da biologia do processo tumoral (SCHAAIJ-VISSER 
et al., 2013). No contexto da biologia tumoral, as proteínas secretadas possuem um 
papel fundamental na comunicação intercelular e no desenvolvimento e progressão 
de tumores (CACCIA et al., 2011; LIN et al., 2013; PALTRIDGE; BELLE; KHEW-
GOODALL, 2013); deste modo, o estudo de secretomas tumorais tem propiciado uma 
visão sistêmica e funcional do repertório de moléculas potencialmente envolvidas nos 
eventos bioquímicos associados à ascensão tumoral em tecidos e órgãos. Sendo 
assim, atualmente, linhas de pesquisa em oncologia têm explorado cada vez mais o 
uso de secretomas para o entendimento dos processos de comunicação celular e 
interação das células tumorais com o microambiente tumoral (BROWN et al., 2012; 
PALTRIDGE; BELLE; KHEW-GOODALL, 2013). 
2.7 SUMOilação  
Modificações pós-traducionais (MPTs) emergiram como mecanismos 
regulatórios moleculares cruciais capazes de controlar a especificidade, tempo, 





As proteínas modificadoras do tipo ubiquitina (SUMO; do inglês, Small 
Ubiquitin-like Modifier) são uma família de pequenas proteínas que são 
covalentemente ligadas e separadas de outras proteínas nas células para modificar 
sua função, este processo é chamado de SUMOilação (HAY, 2005). 
A SUMOilação é uma MPT que ocorre principalmente na porção lisina das 
proteínas (GEISS-FRIEDLANDER; MELCHIOR, 2007) e desempenha um papel 
importante na manutenção e estabilidade proteica, melhorando a capacidade de 
resposta ao estresse das células (ENSERINK, 2015; NISKANEN; PALVIMO, 2017; 
WILKINSON; HENLEY, 2010). Ela foi relatada pela primeira vez na década de 1990 
(MAHAJAN et al., 1997; MATUNIS; COUTAVAS; BLOBEL, 1996); desde então, suas 
funções têm sido estudadas em diversas doenças regulando a expressão e função de 
diferentes proteínas (GAREAU; LIMA, 2010). Há quatro membros da família SUMO 
nos mamíferos: SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3 e SUMO-4 (ENSERINK, 2015; 
JOHNSON, 2004; KUREPA et al., 2003), os quais são altamente conservados em 
todos os eucariotos (YANG et al., 2017).  
A SUMOilação também pode ser revertida (deSUMOilação) por proteases 
SUMO. O equilíbrio entre a conjugação SUMO e a desconjugação exerce uma 
profunda influência na função fisiológica da célula. As duas funções das proteases 
SUMO incluem tanto a maturação dos membros da família SUMO quanto a remoção 
de SUMO das proteínas alvo (DRAG; SALVESEN, 2008; YEH, 2009). Semelhante à 
ubiquitina e muitas outras proteínas semelhantes à ubiquitina (Proteínas Ubl), todos 
os membros da família SUMO precisam em primeiro lugar uma protease para 
transformar os precursores imaturos na forma madura. As proteínas subunidade 1 da 
enzima de ativação do SUMO (SAE1; do inglês, SUMO-activating enzyme subunit 1) 
e enzima de ativação 1 do tipo Ubiquitina E1B (UBA2 ou SAE2; do inglês, Ubiquitin-
like 1-activating enzyme E1B)  formam um heterodímero que funciona como uma 
enzima de ativação da SUMO para a SUMOilação de proteínas (KWON; 
CIECHANOVER, 2017).  






Figura 10 – A via SUMO 
 
Fonte: Extraído e adaptado de SEELER, 2017. 
Nota. As proteínas modificadoras do tipo ubiquitina (SUMO) são sintetizados como pré-proteínas que são primeiro clivadas por uma peptidase específica de 
SUMO1/sentrina para expor a diglicina (GG) do C-terminal (maturação). A etapa de ativação requer ATP para a ativação de SUMO1 (SAE1/SAE2) E1. A 
ativação da enzima então produz um tioéster SUMO-SAE2. SUMO é então transferido para a enzima de conjugação E2 UBC9, formando novamente um 





Embora as funções específicas dependentes de SUMO para a grande maioria 
das proteínas permaneçam desconhecidas, muitas destas funções estão associadas 
a diversos processos celulares, inclusive tumorais (EIFLER; VERTEGAAL, 2015). A 
SUMOilação parece ter papéis diretos e indiretos não só na replicação do DNA, mas 
também na divisão das células e, portanto, no controle do ciclo celular (GEISS-
FRIEDLANDER; MELCHIOR, 2007; JOHNSON, 2004). Ademais, o envolvimento da 
SUMOilação em mecanismos de manutenção do telômero também fornece uma 









Este projeto teve como objetivo geral identificar o repertório de proteínas 
potencialmente secretadas de forma não canônica em diferentes secretomas tumorais 
que não tenham sido submetidos a nenhum tratamento experimental. Para esta 
finalidade, os seguintes objetivos específicos foram propostos:  
1. Re-analisar corridas cromatográficas acopladas à espectrometria de massas 
de alta resolução (LC-MS/MS) disponíveis em repositório internacional público 
oriundas de análises proteômicas de secretomas de câncer de mama, 
melanoma, cólon e reto, ovário e sarcoma de Ewing; 
2. Realizar a anotação biológica (funcional e espacial – localização celular) das 
proteínas encontradas após busca em banco de dados; 
3. Correlacionar os resultados com as vias de secreção proteica não 
convencionais para identificar padrões de secreção proteica, novas funções 
nas proteínas, além de possíveis novas vias de secreção, utilizando scripts 





4 MATERIAL E MÉTODOS 
O fluxograma de atividades para processamento e análise dos dados está 
explicitado na Figura 11.  









Nota. Os processos estão coloridos em azul para as etapas realizadas na plataforma Trans Proteomics 
Pipeline (TPP),em roxo para aqueles analizados pela plataforma Reactome (https://reactome.org/), 
em amarelo para aqueles analizados pelo plug-in BiNGO, na plataforma Cytoscape, em verde para a 
etapa de análise mutacional utilizando o repositório cBioPortal (https://www.cbioportal.org/) e laranja 
para a validação da localização das proteínas nucleares utilizando o banco de dados The Human 
Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/). 
4.1 Aquisição dos dados de secretoma 
Dados brutos de espectrômetro de massas (arquivos do tipo RAW) de 
secretomas tumorais de cinco diferentes tipos de câncer foram baixados do banco de 
dados ProteomeXChange (http://www.proteomexchange.org/; DEUTSCH et al., 2017; 
VIZCAÍNO et al., 2014).  
As informações dos diferentes tipos de câncer avaliados estão descritas, em 
resumo, na Tabela 2. Informações adicionais sobre cada amostra biológica estão 
organizadas por tipo de câncer e apresentadas no Anexo A; as características 
técnicas dos arquivos brutos selecionados são fornecidas nos Anexos B-F.  
Foram avaliados dados de amostras provenientes de sete linhagens tumorais: 
cólon - HCT116; mama - MDAMB231; melanoma - A375, HS895T e SH4; sarcoma de 
Ewing - CHLA10 e TC32, e amostras câncer de ovário de uma paciente.  
Os arquivos de dados brutos relativos aos secretomas de melanoma foram 
obtidos no arquivo do laboratório da autora deste projeto. Os demais arquivos foram 
adquiridos no banco de dados do ProteomeXChange consortium, de acordo com a 
disponibilidade entre agosto e novembro de 2018.  
A seleção de arquivos seguiu os seguintes critérios: (i) deveria haver completa 
identificação dos arquivos brutos – para obter tais informações, os respectivos autores 
foram contatados; (ii) os arquivos deveriam ser de secretomas tumorais provenientes 
de linhagens tumorais isoladas ou de amostras coletadas diretamente de humanos; 
sendo então, desconsiderados os secretomas de linhagens tumorais provenientes de 
outras espécies que não Homo sapiens. Além disso, os métodos de isolamento das 
proteínas secretadas foi similar para todos os secretomas. Estes critérios foram 
estabelecidos para evitar interpretações errôneas que pudessem ocorrer após os 






Tabela 2 – Arquivos selecionados no ProteomeXChange Consortium  
 
4.2 Processamento dos arquivos brutos 
Os dados brutos dos espectrômetros de massas (arquivos do tipo RAW) foram 
processados e tratados utilizando o software Trans-Proteomic Pipeline (v.5.1.0)  (TPP) 
(Syzygy, Build 201711031215-7670) (DEUTSCH et al., 2011, 2015).  
Após a conversão dos arquivos brutos para o formato aberto, mzML, a busca 
foi realizada contra um banco de dados restrito à taxonomia Homo sapiens 
(UniProtKB, release 11_2018; contendo 42.424 entradas), utilizando o algoritmo de 
busca Comet (versão 2017.01 rev. 1) (ENG et al., 2015; ENG; JAHAN; HOOPMANN, 
2013). As buscas foram ajustadas de acordo com os parâmetros determinados por 
cada autor; informações sobre os parâmetros utilizados em cada busca de acordo 
com o tipo de câncer estão disponibilizadas nos Anexos B-F.  
Os peptídeos foram validados e atribuídos às proteínas correspondentes pelo 
algoritmo PeptideProphet e ProteinProphet, respectivamente (KELLER et al., 2002) 










PXD009009 44 (8.38 GB) (CHEN et al., 2018) 
Mama 
MDAMB231 
PXD000397 4 (9.15 GB) 






PXD007265 6 (4.49 GB) 
(LIBERATO et al., 
2018) 
Ovário 
(amostra de paciente) 
PXD008047 40 (35.9 GB) 
(WORZFELD et al., 
2018) 
Sarcoma de Ewing 
CHLA10 
TC32 
PXD007909 6 (10.9 GB) 
(HAWKINS et al., 
2018) 





critério de identificações proteicas. As proteínas foram filtradas e exportadas em listas 
(uma lista de proteínas para cada linhagem celular) com a taxa de falso-positivo (FDR; 
do inglês, False Discovery Rate) definida em 1%. Logo após, as três listas de 
melanoma e duas de sarcoma de Ewing foram unificadas, totalizando cinco listas – 
uma lista para cada tipo de câncer.  
4.3 Filtragem das proteínas  
O processo de filtragem foi realizado nas listas de proteínas do secretoma com 
a seguinte estratégia: anotação manual e revisão dos dados utilizando o banco de 
dados UniProtKB/Swiss-Prot (BATEMAN, 2019) e a ferramenta Gene Ontology (GO; 
http://geneontology.org; ASHBURNER et al., 2000; CARBON et al., 2019).  
Os filtros foram divididos em diferentes etapas através de uma busca por 
palavras-chave nos dados correspondentes ao GO Cellular Component (componente 
celular, em tradução livre) e à subcellular location (localização subcelular, em tradução 
livre) das proteínas, ambas categorias da ferramenta GO. A aplicação dos filtros foi 
dividida em cinco diferentes etapas e, para cada etapa, diferentes critérios foram 
estabelecidos (Figura 12). 
Figura 12 – Critérios estabelecidos em cada etapa de filtragem para posterior identificação e remoção 
das proteínas  
 
 






Para a identificação de proteínas cuja presença é recorrente em secretomas e 
decorre (provavelmente) de processo de morte celular ou aquelas advindas do soro 
fetal bovino (VILLARREAL et al., 2013), na primeira etapa, o filtro foi aplicado para 
identificar e remover estas proteínas (Tabela 3).  
Na segunda etapa, o filtro foi aplicado para identificar e remover proteínas que 
são originalmente secretadas e uma busca manual com palavras-chave (Tabela 3) foi 
realizada para identificá-las e removê-las; além disso, devido sua presença na via de 
secreção proteica convencional (ANDREI et al., 1999; MACKENZIE et al., 2001; QU 
et al., 2007), proteínas que correspondem à secreção por vesículas também foram 
identificadas e removidas.  
Na terceira etapa, um novo filtro foi aplicado para evitar a presença de possíveis 
contaminantes após morte celular de células das amostras; com isso, todas as 
proteínas que são relacionadas à apoptose em algum nível ou estão presentes na 
membrana celular foram manualmente identificadas e removidas. 
Uma vez que a presença de proteínas mitocondriais foi verificada em alguns 
secretomas, optamos por remover estas proteínas, bem como proteínas da via 
apoptótica (TAIT; GREEN, 2010). As listas de proteínas removidas, tanto 
mitocondriais quanto relacionadas à apoptose, podem ser encontradas no Anexo G.  
Na quarta etapa, todas as proteínas mitocondriais identificadas nos secretomas 
foram removidas. Na quinta etapa, proteínas que possuíam peptídeo sinal e/ou não 
tinham quaisquer informações sobre sua localização no banco de dados foram 
removidas. Por fim, foram selecionadas as cem proteínas estatisticamente relevantes 
tanto da plataforma Vesiclepedia (http://microvesicles.org/; PATHAN et al., 2019), 
quanto ExoCarta (http://www.exocarta.org/; KEERTHIKUMAR et al., 2016) para 
remover possíveis proteínas oriundas de vesículas e exossomos. A lista destas 
proteínas está disposta no Anexo H. Após o processo de filtragem, as proteínas 
remanescentes passaram a ser consideradas como proteínas de interesse ou 
proteínas possivelmente oriundas de via secretória não canônica, a fim de serem 
estudadas posteriormente. 
 
Tabela 3 – Palavras-chave buscadas no banco de dados em cada etapa dos filtros para 





Nota. Todas as palavras-chave da primeira etapa consistem nos genes correspondentes às proteínas 
contaminantes de acordo com VILLARREAL et al. (2013). A busca e remoção dessas proteínas foi feita 
a partir da busca do nome de seu gene para evitar qualquer redundância do banco de dados. 
Palavras-chave em cada etapa do Filtro 
Primeira etapa Segunda etapa Terceira etapa Quarta etapa Quinta etapa Sexta etapa 
A1AT secreted apoptosis mitochondria Proteínas sem  
peptídeo sinal e 
que não possuíam  
qualquer 
informação sobre 
sua localização no 







AN32B secretion apoptotic mitochondrion 
ANP32B secretory death mitochondrial 
APOH extracellular cell membrane 
 
CATD  exosome cell surface 
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SYRC 
    
 
SYSC 
    
 
SYTC 
    
 
SYWC 
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4.4 Processamento e análise das proteínas possivelmente de via secretória 
não canônica 
Após o processo de filtragem, as proteínas foram analisadas na plataforma 
Reactome (versão 75) (https://reactome.org/; JASSAL et al., 2020) para se identificar 
o enriquecimentos de vias biológicas no conjunto de proteínas identificadas.  
4.4.1 Análise de intersecções proteicas e estudo de mutações  
Ao comparar as listas de proteínas, foram identificadas proteínas em comum 
(ou compartilhadas) entre os secretomas dos diferentes tipos de câncer e, para melhor 
visualização e análise destas intersecções proteicas o pacote UpSetR (CONWAY; 
LEX; GEHLENBORG, 2017; LEX et al., 2014) foi utilizado no ambiente R. Análises de 
enriquecimento das proteínas foram conduzidas utilizando o software Cytoscape 
(versão 3.7.1) (OTASEK et al., 2019; PAUL SHANNON et al., 2003), com o plugin 
BiNGO (MAERE; HEYMANS; KUIPER, 2005). A taxonomia Homo sapiens foi 
selecionada, assim como as categorias do Gene Ontotology (GO): processo biológico, 
componente celular e função molecular; as demais configurações foram mantidas no 
modo padrão do programa. 
Além da análise de compartimento celular, avaliamos o perfil de mutações para 
os genes codificadores das proteínas compartilhadas através da plataforma cBioPortal 
for Cancer Genomics (https://www.cbioportal.org/; CERAMI et al., 2012; GAO et al., 
2013) a partir de dados tumorais de pacientes obtidos e disponibilizados pelo 
consórcio The Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network 
(https://www.cancer.gov/tcga), com exceção ao sarcoma de Ewing, pois não haviam 
dados sobre este tipo de câncer oriundo do consórcio, deste modo, foi escolhido um 
estudo não relacionado ao TCGA (CROMPTON et al., 2014). Os demais dados foram 
escolhidos e coletados do projeto TCGA PanCancer Atlas (Tabela 4) devido à sua 
minuciosidade e metodologia padrão para a obtenção e disponibilidade de todos os 
dados (DING et al., 2018; WEINSTEIN et al., 2013). Por fim, a plataforma SUMOgo 
(http://predictor.nchu.edu.tw/SUMOgo/) foi utilizada para avaliar se as proteínas 









Tabela 4 – Dados tumorais de pacientes obtidos na plataforma cBioPortal 










ELLROTT et al., 
2018; GAO et 
al., 2018; 
HOADLEY et al., 
2018; LIU et al., 
2018; 
SANCHEZ-
VEGA et al., 
2018; TAYLOR 
et al., 2018) 
Mama 
Breast Invasive Carcinoma 
(TCGA, PanCancer Atlas) 
1.084 
Melanoma 
Skin Cutaneous Melanoma 





(TCGA, PanCancer Atlas) 
585 
Sarcoma de Ewing 
Pediatric Ewing Sarcoma 




Nota. Foi dada preferência aos estudos obtidos pelo consórcio TCGA, PanCancer Atlas, contudo, 
devido à falta de disponibilidade, outro estudo (referenciado na tabela) fora escolhido para o estudo de 
sarcoma de Ewing. 
4.4.2 Validação da localização das proteínas compartilhadas nucleares através de 
amostras de tecido  
As proteínas nucleares identificadas compartilhadas em todos os secretomas 
tumorais foram analisadas através de uma anotação manual no banco de dados 
UniProtKB/Swiss-Prot e revisão da literatura. 
Ademais, com o objetivo de avaliar a localização celular destas proteínas 
compartilhadas nucleares, utilizamos os dados histológicos de expressão/localização 
celular disponíveis na plataforma The Human Protein Atlas 
(https://www.proteinatlas.org/; UHLÉN et al., 2015) de acordo com os tecidos/tipos de 







5 RESULTADOS  
5.1 Repertório das proteínas do secretoma pós-filtragem 
Para avaliar as características do repertório das proteínas presentes nos 
secretomas, filtros foram aplicados nas listas de proteínas geradas após exportação. 
Os filtros foram divididos em cinco etapas e o repertório proteico apresentado após as 
etapas de filtragem mostrou que 2.312 proteínas (38%), de um total de 6.092, 
identificadas no secretoma não eram proteínas relacionadas à secreção convencional 
ou derivadas de contaminação das amostras (Figura 13A). O total de proteínas 
removidas por cada etapa dos filtros está apresentada na Figura 13B.  
Quando os secretomas são avaliados separadamente, nota-se que a 
porcentagem de proteínas removidas varia de 61% a 83% (Figura 13C) e a 
porcentagem de proteínas eliminadas em cada etapa dos filtros varia principalmente 
no melanoma (Figuras 13D).  
Nota-se que as proteínas possivelmente de via secretória não canônica dos 
secretomas tumorais em relação aos secretomas pré-filtragem variou de 17% a 39% 
(Figura 14A); além disso, há uma notável similaridade proteica nos secretomas pós-
filtragem, sobretudo nos secretomas tumorais de cólon e ovário (Figura 14B). O 
número de proteínas removidas em cada etapa dos filtros – assim como todas as listas 
de proteínas anteriores e posteriores ao processo de filtragem – estão disponíveis na 
pasta Filters, em repositório aberto (https://github.com/julianademorais/cancer-
















Fonte: O autor. 
Nota. Análise das proteínas totais e de cada linhagem tumoral. (A) Porcentagem das proteínas totais removidas e de interesse de acordo com os filtros utilizados. 
(B) Número de proteínas totais removidas em cada etapa de filtragem. (C) Porcentagem das proteínas removidas e de interesse na análise dos secretomas tumorais 














Fonte: O autor. 
Nota. Composição dos secretomas pós-filtragem. (A) Porcentagem de proteínas de interesse dos 
secretomas tumorais em relação aos secretomas pré-filtragem. As porcentagens indicam a porção das 
proteínas de interesse em cada secretoma, ou seja, todas as proteínas que não foram removidas após 
todas as etapas de filtragem, logo, não são convencionalmente encontradas nos secretomas e são 
possivelmente proteínas de via secretória não canônica. (B) Similares proteicas entre os secretomas 
de diferentes tipos de câncer, principalmente ovário e cólon.  
 
 
 Quando avaliadas as vias biológicas nas quais as proteínas únicas participam, 
observa-se que estas estão enriquecidas principalmente nas vias do ciclo celular, 
metabolismo do RNA, organização da cromatina, replicação e reparo do DNA, 
expressão gênica e metabolismo proteico (Figura 15). A tabela completa com as vias 
enriquecidas mais relevantes encontra-se no Anexo I.  
Quando avaliados separadamente os diferentes secretomas tumorais, nota-se 
que no componente celular há um enriquecimento para o núcleo (Figura 16). A Tabela 
5 mostra as principais vias enriquecidas por tipo de câncer. Tanto as vias quanto o 









Nota. Análise das vias enriquecidas das proteínas únicas. As vias enriquecidas são mostradas em amarelo e as vias em cinza claro não possuem valores 










Fonte: O Autor/Cytoscape. 









Tabela 5 – Principais vias enriquecidas por tipo de câncer 
 
Tipo de câncer Via biológica enriquecida p-valor ajustado 
Cólon 
mRNA Splicing 1.11E-16 
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit 1.11E-16 
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression 1.11E-16 
Eukaryotic Translation Initiation 1.11E-16 
Cap-dependent Translation Initiation 1.11E-16 
Mama 
Formation of a pool of free 40S subunits 1.11E-16 
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit 1.11E-16 
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression 1.11E-16 
Nonsense-Mediated Decay (NMD) 1.11E-16 
SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane 1.11E-16 
Melanoma 
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit 8.99E-05 
Eukaryotic Translation Initiation 0.00012 
SUMO is conjugated to E1 (UBA2:SAE1) 0.00049 
Translation initiation complex formation 0.00058 
Ribosomal scanning and start codon recognition 0.00058 
Sarcoma de Ewing 
Metabolism of RNA 4.33E-15 
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit 6.18E-13 
mRNA Splicing 1.10E-12 
Cap-dependent Translation Initiation 1.81E-12 
Eukaryotic Translation Initiation 1.81E-12 
Ovário 
mRNA Splicing 1.11E-16 
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA 1.11E-16 
rRNA processing in the nucleus and cytosol 1.50E-13 
RNA Polymerase II Transcription Termination 6.00E-13 





5.2 Análise das proteínas compartilhadas nos diferentes secretomas tumorais 
5.2.1 Proteínas compartilhadas e análises de enriquecimento 
Para visualizar as proteínas compartilhadas (intersecções proteicas presentes 
nos secretomas dos diferentes tipos de câncer) o pacote UpSetR foi utilizado no 
ambiente R. Os resultados desta análise mostram que há intersecções proteicas 
dentre todos os secretomas tumorais e dezenove proteínas estão presentes em cinco 
dos secretomas estudados (Figura 17).  
 
Figura 17 – Visão geral das proteínas compartilhadas com maior número de intersecções entre os 




Fonte: O autor. 
Nota. Visão geral das proteínas compartilhadas. Observa-se dezenove proteínas com maior número 
de intersecções e presentes no secretoma de todos os tipos de câncer. No gráfico, os dots representam 
a presença da proteína e o número acima de cada gráfico de barras representa quantas proteínas estão 





A análise de ontologia gênica (GO; componente celular) mostrou um 
enriquecimento de proteínas nucleares (Figura 18). 
Figura 18 – Análise de enriquecimento do componente celular das proteínas compartilhadas  
 
 
Fonte: O autor. 
Nota. Análise de enriquecimento do componente celular das dezenove proteínas compartilhadas. Nota-
se que há um enriquecimento de proteínas nucleares. 
 
 
Quando avaliadas as vias nas quais as dezenove proteínas compartilhadas 
estão presentes, observa-se que estas estão enriquecidas principalmente em vias de 
SUMOilação e processos relacionados ao envelope nuclear, como quebra do 
envelope e lâmina nuclear. A Tabela 6 mostra as principais vias enriquecidas, assim 
como as dezenove proteínas compartilhadas e seus respectivos genes. As vias estão 
classificadas pelo seu p-valor ajustado.  
Ademais, observa-se que as dezenove proteínas compartilhadas possuem 
sítios de SUMOilação; os sítios de SUMOilção identificados nas proteínas 





Tabela 6 – Principais vias enriquecidas nas dezenove proteínas compartilhadas 
 
Gene 
ID da proteína no 
Uniprot/Swissprot Nome da via enriquecida p-valor ajustado 
TPD52L2 O43399 
SUMO is transferred from E1 to E2 (UBE2I, UBC9) 
 
SUMO is conjugated to E1 (UBA2:SAE1) 
 








































Além das dezenove proteínas identificadas em todos os secretomas, observa-
se proteínas compartilhadas dentre diferentes secretomas tumorais. A Figura 19 
ilustra estas intersecções proteicas e mostra o panorama geral das proteínas 
identificadas e compartilhadas em ao menos em dois tipos de câncer.  
Figura 19 – Panorama geral das proteínas compartilhadas dentre os diferentes secretomas tumorais  
 
Fonte: O autor. 
Nota. Panorama geral de proteínas compartilhadas em ao menos dois tipos de secretomas.   
 
Dentre estas intersecções proteicas, observa-se 247 proteínas compartilhadas 
somente entre câncer de cólon e ovário e há aproximadamente 49% das 551 proteínas 
identificadas no secretoma tumoral de cólon também presentes no secretoma de 
ovário – este resultado mostra um repertório proteico comum presente em ambos os 
secretomas. 
 Também foram encontradas proteínas exclusivas para cada secretoma 









Figura 20 – Proteínas exclusivas por tipo de câncer 
 
 
Fonte: O autor. 
Nota. Proteínas exclusivas por tipo de câncer. O secretoma de câncer de ovário (amostra da paciente), 
na primeira coluna, destaca-se por fornecer um número de proteínas exclusivas maior em relação aos 
demais secretomas tumorais. Esta alteração deve-se provavelmente ao fato de maior disponibilidade 
de arquivos (RAW files) analisados em relação aos demais secretomas. 
5.2.2 Alterações genéticas e perfil mutacional  
Uma análise dos genes codificadores das dezenove proteínas compartilhadas 
foi realizada nas amostras de 2.808 pacientes com câncer de cólon, mama, ovário, 
melanoma e sarcoma de Ewing (Tabela 4) para verificar a ocorrência de alterações 
genéticas e o perfil de mutações desses genes nos diferentes tipos de câncer.  
A análise relevou que 944 (34%) pacientes possuem pelo menos uma alteração 
em um dos dezenove genes. Observa-se também um maior número de pacientes com 
amplificações nos genes LMNA, NUCKS e TPD52L2 nos diferentes tipos de câncer 







Figura 21 – Perfil das alterações genéticas dos dezenove genes compartilhados em pacientes de acordo com os diferentes tipos de câncer estudados 
 
Fonte: cBioPortal. 
Nota. Representação do perfil de alterações genéticas dos dezenove genes compartilhados em pacientes através de um oncoprint. Nesta figura estão 






Destes dezenove genes, LMNA, NPM1, NUDC e STIP1 possuem o NLS 
identificado no banco de dados e 285 pacientes (9%) apresentaram alguma alteração 
em um desses quatro genes. Além disso, foi observado um número expressivo de 
mutações na região NLS nesses genes e para todas as mutações encontradas na 
região NLS, as mutações missense também se destacaram (Figura 22). 
Figura 22 – Perfil mutacional dos genes LMNA, NPM1, NUDC e STIP1 em pacientes com câncer 
 
 
Fonte: O Autor/cBioPortal. 
Nota. Perfil de mutação dos genes codificadores das proteínas compartilhadas com NLS descrito entre 
os pacientes analisados. (A) Observa-se um valor expressivo de mutações no gene LMNA, no entanto, 
não há qualquer mutação na região NLS. (B) No gene NPM1, há um número pouco expressivo de 
mutações. (C) No gene NUDC também há um número pouco expressivo de mutações. (D) No gene 
STIP1, há alterações A464V e A465Qfs*8 em destaque, além de uma mutação X224_splice na região 
NLS do gene. Para todos os genes, o domínio do gene que codifica a região NLS está destacada em 





5.3 Localização biológica das proteínas nucleares compartilhadas em 
amostras histológicas 
Para verificar quais proteínas compartilhadas seriam de fato nucleares em tecidos 
normais, foi feita uma busca de localização nas amostras histológicas normais no 
banco de dados The Human Protein Atlas em conjunto com informações relacionadas 
ao NLS descrito de cada proteína (se presente) no banco de dados Uniprot/Swissprot.  
Logo, nosso critério para estabelecer uma proteína como nuclear neste trabalho 
foi a presença desta proteína no núcleo em amostras histológicas normais ou NLS 
descrito nos bancos de dados. Das dezenove proteínas compartilhadas em todos os 
secretomas estudados, dez foram identificadas como nucleares. A Tabela 7 resume 
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Pertence à família da proteína 
Heterochomatina 1 (HP1), que está 
envolvida na ativação ou repressão 
transcricional, diferenciação, 
crescimento celular e modificações 
epigenéticas. 
(MA et al., 2019) 
LMNA Prelamin-A/C Núcleo. 
Sim – 417 a 
422. 
Formam uma rede de proteínas de 
filamento intermediário que se 
encontram dentro do envelope 
nuclear e interagem com a 
cromatina e o citoesqueleto; além 
disso, também podem fornecer uma 
estrutura para o envelope nuclear. 
(BUTIN-
ISRAELI et al., 
2012; IRIANTO 
et al., 2016) 
NPM1 Nucleophosmin Núcleo. 
Sim – 152 a 157 
e 191 a 197. 
Proteína nucleolar ubiquamente 
expressa envolvida na biogênese de 
ribossomos, manutenção da 
integridade genômica, dentre outras 
funções.  








Desempenha um papel significativo 
na modulação da estrutura da 
cromatina e regula eventos 
celulares, como replicação, 

















Nuclear migration protein 
nudC 
Núcleo e citoplasma.  Sim – 68 a 74.  
Necessária para a formação correta 
de fusos mitóticos e separação de 
cromossomos durante a mitose e 
para citocinese e proliferação 
celular. 
(AUMAIS et al., 
2003) 
SF3A1 
Splicing factor 3A 
subunit 1 
Núcleo.  Não.  Envolvida no processo de 
maturação do pré-mRNA. 
(ZHAN et al., 






Núcleo.  Não.  Desempenham papéis diretos na 
replicação, recombinação e reparo 
do DNA. Em muitos casos, estas 
proteínas formam complexos 
específicos com diversas proteínas 






Núcleo e citoplasma. Sim – 222 a 
239. 
Também chamada de Hop, é uma 
co-chaperona que liga 
reversivelmente as chaperonas 








Núcleo. Não. Participa em muitos aspectos, tanto 
promovendo a proliferação celular 
quanto mediando atividades anti-
proliferativas. Também participa da 
regulação da expressão gênica 








enzyme subunit 2 
Núcleo. Não.  Participa da progressão do ciclo 
celular, regulação da apoptose, 
manutenção da integridade do 
genoma, reparo do DNA, 







Para verificar se os dados encontrados nas análises bioinformáticas 
corroboram as evidências experimentais, buscas com estas dez proteínas 
compartilhadas nucleares foram realizadas na plataforma The Protein Atlas, avaliando 
suas localizações em tecidos não tumorais e tumorais de pacientes.  
Foram analisados tecidos não tumorais de pele, cólon, ovário e mama e seus 
respectivos tecidos tumorais. Das dez proteínas analisadas, LMNA, NPM1, NUCKS1 
e SSB mostraram alteração em sua localização celular: estas proteínas estavam 
presentes no núcleo em tecidos não tumorais e foram encontradas no citoplasma em 
tecidos tumorais (Figura 23).  
As demais proteínas nucleares não mostraram alteração de localização em 
nenhuma amostra histológica tumoral, mantendo-se no núcleo. A análise completa da 
localização das dezenove proteínas compartilhadas está disponível no Anexo L deste 
trabalho. 
 




















Fonte: The Protein Atlas. 
Nota. Localização proteínas compartilhadas com mudança de localização em tecidos não-tumorais e 
tumorais obtidos no banco de dados The Protein Atlas. Em (A-C), observa-se a presença das proteínas 
correspondentes no núcleo nas amostras não tumorais (seta amarela) e no citoplasma (seta azul) nas 
amostras tumorais. Na figura é mostrada somente as amostras histológicas onde ocorreu mudança de 
localização do núcleo ara o citoplasma. A análise completa da localização de todas as proteínas 







Os secretomas tumorais têm sido associados continuamente com processos 
de desenvolvimento e progressão do câncer, contribuindo para a manutenção de um 
microambiente favorável ao crescimento tumoral e evidenciando que o tumor não age 
isoladamente durante sua progressão em tecidos e órgãos (PALTRIDGE; BELLE; 
KHEW-GOODALL, 2013). Deste modo, estudos do secretoma tumoral têm sido 
frequentemente conduzidos na busca de diferentes padrões e possíveis 
biomarcadores tumorais (GRØNBORG et al., 2006; LAWLOR et al., 2009; MATHIAS 
et al., 2009).  
Uma das observações mais intrigantes na análise de amostras de secretomas 
tumorais é a eventual presença de proteínas intracelulares. A presença de proteínas 
intracelulares é geralmente associada com contaminações derivadas das amostras 
ou então advindas do soro fetal bovino (nos casos de secretomas derivados de 
linhagens celulares em cultura); contudo, diferentes exemplos de proteínas 
intracelulares com funções alternativas no meio extracelular têm sido reportados 
(BUTLER; OVERALL, 2009; NICKEL; RABOUILLE, 2009; PUTZ et al., 2012; 
RADISKY et al., 2009). Esta característica de algumas proteínas intracelulares pode 
indicar uma nova explicação para sua presença no secretoma de linhagens tumorais.  
6.1 Análise do repertório geral e excedente proteicos nos secretomas estudados  
Nos cinco secretomas que analisamos, antes dos filtros, foram identificadas 
6.092 proteínas únicas proteínas. Em secretomas normais, há diferentes predições 
sobre o número de proteínas secretadas, contudo, atribuindo como referência a 
metodologia utilizada e os dados considerados pela plataforma The Human Protein 
Atlas (UHLÉN et al., 2015), estima-se que o secretoma de um organismo saudável 
possua aproximadamente 4.361 proteínas em sua totalidade. É importante salientar 
que estes dados consideram o organismo como um todo e não apenas um órgão ou 
um grupo de células isoladas. Portanto, ao compararmos os dados das proteínas 
únicas, este número mostra que o secretomas tumorais possuem mais proteínas do 
que o secretoma de organismos saudáveis.  
Quando avaliados nossos secretomas separadamente, o número de proteínas 
antes dos filtros variou de 411 (melanoma) a 5.396 proteínas (ovário). Em secretomas 





estimou um número diferente de proteínas para cada compartimento, destas, 484 
foram anotadas como segregadas para compartimentos locais como tecidos 
masculinos ou femininos e pele, por exemplo. A principal conclusão que chegamos é 
que, principalmente por se tratar de uma análise local, todos os secretomas tumorais 
possuem um número maior de proteínas secretadas em relação aos secretomas 
normais ou saudáveis.  
Ao avaliar o reportório proteico após o uso dos filtros, observa-se que há um 
excedente proteico que varia de 17% (melanoma) a 39% (ovário) quando comparado 
com a quantidade inicial de proteínas – antes da aplicação dos filtros. Avaliando-se 
somente as proteínas únicas, este excedente proteico representa 38% do secretoma 
(2.312 proteínas) e mostra um repertório proteico que participa de vias ligadas 
principalmente ao RNA, condição não prevista nas análises do secretoma normal 
(UHLÉN et al., 2015, 2019). Portanto, este excedente proteico pode indicar que além 
das proteínas já eventualmente secretadas por um organismo saudável, pode haver 
também um reportório específico de proteínas sendo secretadas exclusivamente por 
células tumorais. 
O repertório do secretoma tumoral de cólon mostrou aproximadamente 49% de 
similaridade proteica em relação ao de ovário, de modo que 247 proteínas foram 
identificadas em ambos os secretomas. 
Alguns sobreviventes de câncer podem desenvolver um novo tipo da doença 
não relacionado ao câncer anterior – esta condição é chamada de segundo câncer 
(MORTON et al., 2014). Certos tipos de câncer e tratamentos contra a doença podem 
estar associados a um risco maior de desenvolvimento de certos tumores 
secundários. Sobreviventes de câncer de ovário, por exemplo, podem ter qualquer 
tipo de segundo câncer, no entanto, há um risco aumentado de câncer de cólon 
(BOUCHARDY et al., 2008; EVANS et al., 2002).  
Ademais, o carcinoma metastático mais comum que simula o câncer ovariano 
primário tem origem no intestino grosso havendo, inclusive, casos reportados em que 
o carcinoma ovariano metastático de origem no intestino grosso simula um câncer de 
ovário primário (DAYA; NAZERALI; FRANK, 1992). O contrário também fora 
recentemente relatado em um estudo de caso clínico, no qual uma paciente, 
teoricamente curada de câncer de ovário e que estava há três anos livre da doença 





de origem ovariana simulando um câncer de cólon primário (PARK; JUNG; BAEK, 
2018). Estes estudos mostram que há, de fato, uma relação intrínseca entre estes dois 
tipos de câncer, o que pode explicar a similaridade proteica identificada dentre estes 
secretomas tumorais em nosso trabalho.   
A análise das proteínas compartilhadas também mostrou que, dentre o 
excedente proteico de todos os secretomas tumorais, há dezenove proteínas 
presentes em todos os secretomas analisados, mostrando um repertório proteico 
comum em diferentes tipos de câncer.  
6.2 O papel da SUMOilação em diferentes proteínas  
Durante a análise destas dezenove proteínas compartilhadas, observamos 
principalmente a presença de proteínas oriundas do núcleo através da análise do 
componente celular destas proteínas. Além disso, destacou-se a presença de 
proteínas que participam tanto da via de SUMOilação quanto proteínas SUMOiladas.  
A SUMOilação visa principalmente proteínas nucleares e afeta a regulação da 
transcrição, reparo de DNA e estrutura da cromatina (HOEGE et al., 2002), além de 
regular o tráfego núcleo-citoplasmático (MATUNIS; COUTAVAS; BLOBEL, 1996). 
Curiosamente, Santiago et al. (2013) mostraram que a localização de p53 pode 
estar relacionada com sua SUMOilação. No estudo experimental, eles observaram 
que a proteína p53 quando fundida a uma porção SUMO apresentou uma localização 
predominantemente citoplasmática quando compara às proteínas não fundidas à 
SUMO, que foram identificadas exclusivamente no núcleo. Coletivamente, os 
resultados do experimento apoiam a noção de que a SUMOilação de p53 facilita sua 
exportação nuclear, embora não tenha sido explicitado se a mudança de localização 
ocorreu também a partir de seu sinal de exportação (SANTIAGO et al., 2013). 
Na regulação do tráfego núcleo-citoplasmático, a SUMOilação também 
desempenha um papel crítico no sistema nuclear e localização subnuclear das 
proteínas. A proteína 1 ativadora da Ran GTPase (RanGAP1; do inglês Ran GTPase-
activating protein 1) – que ativa a Ran-GTPase – foi o primeiro substrato descoberto 
a ser modificado por proteínas SUMO. RanGAP1 está envolvida em processos de 
direcionalidade de transporte nuclear e citoplasmático: RanGAP1 não modificada está 
localizada no citoplasma, no entanto, após a modificação por proteínas SUMO, 





Ran binding protein 1) ou a proteína de ligação específica ao Ran 2 (RanBP2; do 
inglês, Ran binding protein 2), proteínas do complexo de poro nuclear (NPC) 
(PICHLER et al., 2002). RanGAP1 sozinha não pode ativar a hidrólise de GTP, 
portanto coopera com RanBP1 ou RanBP2 para ativar a GTPase nos complexos 
contendo RanGTP (MATUNIS; COUTAVAS; BLOBEL, 1996). 
RanBP1 foi identificada em todos os secretomas mas em condições normais 
funciona como uma coativadora de RanGAP1, sendo localizada no citosol. Não 
sabemos como esta proteína pode ser secretada, contudo, é possível que ela interfira 
tanto no mecanismo de exportação nuclear, sendo também responsável para 
exportação de proteínas nucleares no citosol, quanto na secreção das proteínas 
nucleares.  
A SUMOilação anormal pode levar ao desenvolvimento de uma série de 
doenças, incluindo câncer. Muito embora a associação entre a expressão de vários 
componentes na via de sinalização SUMO e a progressão tumoral ou metástase ainda 
não seja totalmente compreendida, um número crescente de estudos tem mostrado 
que a SUMOilação desempenha um papel importante no câncer (BETTERMANN et 
al., 2012; EIFLER; VERTEGAAL, 2015; FLOTHO; MELCHIOR, 2013; RABELLINO; 
ANDREANI; SCAGLIONI, 2017; SEELER; DEJEAN, 2017). Uma das hipóteses, por 
exemplos, é que a SUMOilação possa contribuir substancialmente para a 
sobrevivência e proliferação das células cancerosas em um microambiente 
potencialmente hostil (SEELER; DEJEAN, 2017).  
Em um recente estudo, Neo et al. (2015) mostraram que TRIM28 é uma ligase 
E3 SUMO responsável pela SUMOilação, mediada por ARF, de NPM1. ARF e TRIM28 
cooperam para SUMOilar NPM1, proteína nucleolar que regula a duplicação do 
centrossomo e estabilidade genômica. Neste estudo, a SUMOilação mediada por ARF 
de NPM1 foi atenuada com a falta de TRIM28 e aprimorada pela superexpressão de 
TRIM28. Com isso, a co-expressão de ARF e TRIM28 promoveu a localização 
centrossomal NPM1, aumentando sua SUMOilação e suprimindo a amplificação do 
centrossomo; essas funções exigiam a atividade da ligase E3 de TRIM28 (NEO et al., 
2015).  
Por outro lado, a depleção de ARF ou TRIM28 aumentou a amplificação do 
centrossomo. A amplificação do centrossomo é frequentemente induzida por 





SUMOilação de NPM1 por ARF/TRIM28 contribuiu para sua localização 
centrossômica aprimorada e supressão da amplificação do centrossomo, sugerindo 
uma nova função supressora de tumor independente de p53 (NEO et al., 2015).  
A identificação tanto de NPM1 quanto TRIM28 em todos os nossos secretomas 
tumorais pode indicar que NPM1 não fora SUMOilada por TRIM28, levando à 
instabilidade cromossômica em todos os tipos de câncer.  
Além das proteínas compartilhadas diretamente relacionadas a mecanismos de 
transporte nuclear e SUMOilação, também foram identificados em todos os 
secretomas demais proteínas nucleares. Em nossos resultados, as dezenove 
proteínas compartilhadas identificadas também mostraram possuir pelo menos um 
sítio de SUMOilação, o que indica que todas estas proteínas podem ser SUMOiladas. 
Ademais, estas proteínas podem não só participar de mecanismos distintos de 
secreção não convencional, mas também desempenhar diferentes funções, pois a 
identificação de funções secundárias em proteínas intracelulares quando secretadas 
– principalmente em processos patológicos como o câncer – não é incomum (MIN; 
LEE; BAEK, 2016).  
6.3 Evidências de proteínas intracelulares secretadas e seu novo papel em 
patogêneses 
Uma das proteínas com múltiplas funções encontradas nos secretomas 
analisados foi a stress-induced phosphoprotein 1 (STIP1); esta proteína foi 
identificada em nosso estudo em todos os secretomas tumorais.  
STIP1 é uma co-chaperona que liga reversivelmente as proteínas chaperonas 
Hsp70 e Hsp90 (ODUNUGA; LONGSHAW; BLATCH, 2004). Ela se localiza tanto no 
núcleo quanto no citoplasma e sua sequência NLS permite que ela se desloque do 
núcleo para o citoplasma através do controle de quinases (LONGSHAW et al., 2004). 
Contudo, mesmo não possuindo qualquer peptídeo sinal, ela também pode ser 
translocada para a superfície celular ou secretada para fora da célula (EUSTACE; 
JAY, 2004; WANG et al., 2010).  
No estudo in vitro de TSAI et al. (2012), foi observado que a proteína STIP1, 
quando secretada por células de câncer de ovário, fora capaz de estimular a 
proliferação celular através da ativação da expressão gênica de ID3 (inhibitor of DNA 





Em outro estudo, MA et al. (2020) mostraram que STIP1 pode ser secretada 
por células do carcinoma hepatocelular (um tipo de câncer primário do fígado), 
podendo agir como um marcador da progressão da doença. Neste estudo, foram 
analisadas amostras séricas de 340 pacientes com carcinoma hepatocelular que 
passaram por diferentes tratamentos de quimioembolização e ressecção do tumor. As 
amostras dos pacientes foram analisadas para avaliar o papel de STIP1 como 
biomarcador no prognóstico da doença e observou-se que pacientes com bom 
prognóstico apresentaram baixos níveis séricos de STIP1, enquanto pacientes com 
um pior prognóstico da doença apresentaram altos níveis séricos de STIP1, mesmo 
após tratamento (MA et al., 2020). Desta forma, demonstrou-se que a proteína STIP1 
pode ser um biomarcador promissor da progressão desse tipo de câncer. 
Considerando os achados para carcinoma hepatocelular e os resultados encontrados, 
sugere-se que STIP1 possa atuar como um marcador de prognóstico para os tipos de 
câncer avaliados. 
Além de estudos relativos ao câncer, há diversos estudos relacionando as 
consequências da proteína STIP1 secretada na interação com a proteína príon celular 
(PrPC) em doenças neurodegenerativas (ARANTES et al., 2009; BERALDO et al., 
2010, 2013; CAETANO et al., 2008; HAJJ et al., 2013; LOPES et al., 2005; 
MACIEJEWSKI et al., 2016; MARTINS et al., 2002; OSTAPCHENKO et al., 2013; 
ROFFÉ et al., 2010).  
A proteína STIP1 deve ser secretada para interagir com PrPC na superfície 
celular e assim como Hsp70 e Hsp90, STIP1 também pode ser secretada através de 
exossomos (CLAYTON et al., 2005; HAJJ et al., 2013; LANCASTER; FEBBRAIO, 
2005), podendo então se ligar à superfície de neurônios, interferindo, juntamente com 
PrPC, em uma série de eventos ligados ao crescimento e sobrevivência celular. Deste 
modo, seus mecanismos de sinalização e secreção em células cancerígenas podem 
também ser similares àquelas observadas nos neurônios.  
Outra proteína nuclear que também foi identificada nos secretomas analisados 
foi a proteína high mobility group A1 (HMGA1); esta proteína foi encontrada em quatro 
dos cinco secretomas estudados, não sendo encontrada apenas no secretomas do 
melanoma. 
A proteína HMGA1 é expressa em altos níveis durante a embriogênese mas 





al., 1996). No entanto, sua expressão volta a ser elevada em adultos quando 
associada com o início de diferentes tipos de câncer, incluindo câncer de pulmão 
(HILLION et al., 2009; KETTUNEN et al., 2004), cólon (WILLIAMS et al., 2015), 
glioblastoma (COLAMAIO et al., 2016), osteosarcoma (XU et al., 2014) e câncer de 
mama  (HUANG et al., 2015).  
No câncer de mama, o nível de expressão da proteína HMGA1 indica um 
resultado adverso no prognóstico clínico. Ademais, no câncer de mama com subtipo 
triplo negativo também há altos níveis de expressão de HMGA1 (SHUCH, BRIAN; 
LINEHAN, B. W. M.L.; SRIVASAN, 2012).  
Ao estudarem as funções de HMGA1 no câncer de mama triplo-negativo, 
MENDEZ et al. (2018) mostraram que dependendo de sua localização celular, núcleo 
ou citoplasma, esta proteína pode induzir uma maior malignidade e metástase 
tumoral. A expressão de HMGA1 por células invasivas de câncer de mama indica a 
possibilidade da proteína estabelecer novas interações moleculares no espaço 
extracelular, pois sua secreção se correlaciona com um fenótipo invasivo em 
pacientes com câncer de mama triplo-negativo (MENDEZ et al., 2018).  
Tanto a proteína STIP1 quanto HMGA1 não possuem peptídeo sinal, portanto, 
não entram no mecanismo convencional de secreção proteica que se utiliza da rota 
RE–Golgi. MENDEZ et al. (2018) mostraram que a variante secretada de HMGA1, em 
uma linhagem mais invasiva derivada de MDAMB231, não é secretada pela via 
tradicional RE–Golgi. Contudo, as vias de secreção não convencionais tanto para 
STIP1 quanto HMGA1 ainda não foram completamente elucidadas em diferentes tipos 
de câncer e permanecem incertas (KLUNE et al., 2008; MÉNDEZ et al., 2019).  
Outra proteína encontrada no secretoma que apresentou mudança de 
localização do núcleo para o citoplasma nos tecidos analisados é a nucleophosmin 1 
(NPM1). Esta proteína também apresentou uma importante mudança de localização 
quando comparados tecidos não tumorais de pele e ovário com tecidos tumorais de 
pacientes. Em tecidos não tumorais ela foi identificada no núcleo; entretanto, nos 
tecidos de melanoma e câncer de ovário, ela teve sua localização alterada para o 
citoplasma. 
A NPM1 é uma proteína nucleolar ubiquamente expressa e apesar de residir 
no nucléolo em condições fisiológicas normais, continuamente se move do núcleo 





(ZARKA et al., 2020). Esta proteína também é considerada uma proteína hub no 
nucléolo, onde ajuda a manter a organização nucleolar, pois é altamente conectada a 
outras proteínas (DI MATTEO et al., 2017).  
O domínio C terminal desta proteína possui uma região altamente conservada, 
onde se encontra seu sinal de localização nucleolar (NoLS; do inglês, nucleolar 
localization signal) (FEDERICI; FALINI, 2013; NISHIMURA et al., 2002). A região 
NoLS é crítica para a localização de NPM1 no nucleoplasma e qualquer alteração 
neste local é suficiente para mudar a localização de NPM1 para fora do nucléolo 
(NISHIMURA et al., 2002).  
Mutações no NoLS causam uma mudança de localização da proteína NPM1 e 
quando ocorrem ela não vai para o núcleo e passa a permanecer exclusivamente no 
citoplasma. Esta característica é única para a leucemia mieloide aguda (LMA), doença 
caracterizada por uma expansão clonal e alta proliferação de células mieloides na 
medula óssea, sendo encontrada em 20–30% de todos os novos casos 
diagnosticados com a doença (PAPAEMMANUIL et al., 2016).  
A proteína NPM1 citoplasmática (NPM1c) é detectada na LMA, assim como seu 
gene NPM1 mutado, e não existem mutações no gene NPM1 capazes de fazer com 
que a proteína NPM1 ainda permaneça no nucléolo. Curiosamente, a proteína NPM1c 
também é capaz de recrutar a proteína NPM1 sem alterações para o citoplasma e 
perturbar sua função normal  (GRISENDI et al., 2005).  
Em nosso estudo não foram encontradas mutações exclusivas nas regiões na 
proteína NPM1 nos tipos de câncer estudados; contudo, mais estudos são 
necessários para identificar a influência de mutações na proteína em outros tipos e 
câncer. 
LMNA codifica a proteína lamina A/C. Esta proteína também se destacou nas 
análises, sendo encontrada nos secretomas de todos os tipos de câncer. Além disso, 
teve sua mudança de localização confirmada do núcleo para o citoplasma nas 
amostras histológicas de câncer de cólon, câncer de ovário e melanoma que 
analisamos. 
Laminas formam uma rede de proteínas de filamento intermediário que se 
encontram dentro do envelope nuclear e interagem com a cromatina e o citoesqueleto; 
acredita-se também que elas podem fornecer uma estrutura para o envelope nuclear 





são expressas a partir de três genes: as laminas A e C são produtos alternativos de 
splicing do gene LMNA (coletivamente chamadas laminas tipo A) e as laminas B1 e 
B2 são codificadas pelos genes LMNB1 e LMNB2 (laminas tipo B)  (IRIANTO et al., 
2016).  
Recentemente, laminas têm sido estudadas como potenciais 
mecanossensores que recebem informações e respondem a mudanças dependendo 
das propriedades estruturais e mecânicas de substratos celulares e do microambiente 
ao qual são inseridas (ISERMANN; LAMMERDING, 2013; SWIFT et al., 2013). Um 
estudo recente mostrou que células cultivadas em substratos mais macios têm 
núcleos mais macios enquanto células que crescem em substratos mais rígidos têm 
núcleos mais rígidos, de modo que as mudanças na rigidez nuclear foram 
relacionadas aos níveis da lamina A (SWIFT et al., 2013).  
Um processo fisiológico relevante que é dependente da rigidez nuclear é a 
metástase tumoral. Durante a migração de células tumorais em tecidos sólidos, o 
núcleo é submetido a forte estresse mecânico. As células com altos níveis de lamina 
A têm núcleos rígidos que não podem ser deformados facilmente, dificultando a 
migração. Em contrapartida, as células com baixos níveis de lamina A têm núcleos 
flexíveis e podem se espremer facilmente através do tecido durante a migração. Os 
núcleos flexíveis, no entanto, são propensos a fragmentação levando à morte celular, 
de modo que a quantidade certa de lamina A no núcleo seja crucial para garantir uma 
migração bem sucedida e a sobrevivência das células (HARADA et al., 2014).  
Núcleos mais maleáveis são necessários para a migração das células tumorais 
pois assim não se romperiam em consequência do estresse mecânico sofrido pela 
célula. As laminas são proteínas que formam a estrutura do núcleo. De fato, para a 
célula migrar e o núcleo não se romper, ele necessariamente precisaria ter uma 
quantidade menor de laminas em relação às células normais. Sugerimos, portanto, 
que se as laminas não forem encaminhadas para o núcleo, necessariamente este será 
menos rígido, pois terá uma menor quantidade de proteínas estruturais que o 
tornariam menos flexível.  
Embora pouco se saiba sobre as laminas durante a migração celular e seu 
papel no meio extracelular, sugerimos esta proteína não seja enviada para o núcleo 
para promover uma maior flexibilidade nuclear, facilitando a migração celular. No 





câncer, o que pode levar a novos tratamentos ou ao menos uma compreensão mais 
clara das laminas na progressão tumoral. 
A proteína chromobox protein homolog 3 (CBX3) é um gene prognóstico 
desfavoráveis no câncer de mama e foi identificada dentre as dezenove proteínas 
compartilhadas em nosso trabalho. Esta proteína é codificada pelo gene CBX3 e é 
uma componente da heterocromatina, portanto é importante no silenciamento 
transcricional (RUSSO et al., 2007). Ademais, a coloração imuno-histoquímica usando 
um anticorpo direcionado a CBX3 mostra um padrão de expressão diferencial em 
amostras de câncer de mama (UHLÉN et al., 2015). Em nossas análises, outras 
proteínas também mostraram diferentes padrões de expressão quando comparados 
os tecidos normais e tumorais, o que indica que elas podem ser mais ou menos 
expressas nos diferentes tipos de câncer quando comparadas com tecidos normais.  
Uma análise do perfil de alterações genéticas também foi realizada e a 
presença de amplificações se destacou ao serem analisados os genes codificadores 
das dezenove proteínas compartilhadas em amostras de pacientes na plataforma 
cBioPortal. Contudo, ainda não há evidências suficientes que associem as mutações, 
principalmente missense, com a deslocalização das proteínas e eventuais mudanças 
de funções. Este estudo permanece, portanto, a ser explorado com maior rigor no 
futuro.  
Além de investigar sobre como as proteínas podem ter sua localização alterada 
do núcleo para o citosol e do citosol para o meio extracelular, também é essencial 
discutir sobre quais mecanismos podem ser responsáveis por desviar essas proteínas 
de vias de secreção convencionais e direcioná-las para meios alternativos de 
liberação no meio extracelular, a partir de exemplos de mecanismos não 
convencionais de secreção recém elucidados. 
A maioria das vias de secreção não convencionais é estimulada pelo estresse, 
contudo, a proteína FGF2, embora seja secretada por uma via de secreção não 
convencional, não é secretada fora da rota RE–Golgi em consequência do estresse 
celular (LA VENUTA et al., 2015; STERINGER; MÜLLER; NICKEL, 2015). 
Esta proteína induz a formação de um poro que a permite se translocar através 
da membrana plasmática para alcançar o espaço extracelular, no entanto, ainda não 





o poro permanece estável para permitir a translocação de FGF2 (LA VENUTA et al., 
2015; STERINGER; NICKEL, 2018). 
Quando FGF2 foi forçada a usar a via de secreção convencional, através da 
adição de um peptídeo sinal a ela, a proteína recebeu modificações indesejadas ao 
passar pelo controle de qualidade de Golgi e foi secretada em uma forma 
biologicamente não ativa (WEGEHINGEL; ZEHE; NICKEL, 2008). Além disso, como 
a translocação de FGF2 é estritamente dependente de seu enovelamento, a via de 
secreção alternativa pode constituir um mecanismo de controle de qualidade próprio, 
que permite que o enovelamento da proteína seja o ideal para sua a translocação 
(TORRADO et al., 2009).  
A proteína FGF2 ilustra o acionamento de um mecanismo de secreção não 
convencional para não a direcionar aos controles convencionais de RE–Golgi, pois 
estes modificariam a proteína e a tornariam inativa no meio extracelular. Ao não ser 
direcionada para a rota RE-Golgi, a proteína é capaz de manter sua completa 
integridade e funcionalidade fora da célula.  
6.4 Considerações finais  
A coleção de proteínas secretadas por uma célula – o secretoma – é de 
particular interesse na fisiopatologia do câncer devido ao seu potencial diagnóstico e 
papel na tumorigênese. No entanto, estudos de secretoma tumoral são 
frequentemente limitados a um tecido ou tipo de câncer, ou então a proteínas já 
secretadas, não explorando a potencialidade de proteínas não convencionais quando 
secretadas e suas funções alternativas associadas ao contexto tumoral. 
De fato, as proteínas intracelulares identificadas, principalmente NPM1, STIP1, 
LMNA e HMGA1 já detêm evidências de possuírem um papel intracelular ativo na 
tumorigênese. No entanto, a participação destas proteínas no meio extracelular ainda 
permanece pouco ou não explorada. Neste contexto, nossos dados sugerem que 
estas proteínas são secretadas por vias não convencionais e, ainda, que essas vias 
devem ser recorrentes em diferentes tipos de câncer. 
A partir de nossos resultados, podemos identificar que o número de proteínas, 
que são possivelmente proteínas de via secretória não canônica, varia e, dependendo 
do tipo de câncer, esta alteração pode variar de 17% a 39%. Dentre a porção do 





proteico, mesmo em diferentes tipos de câncer, por exemplo, cólon e ovário, o que 
pode indicar o acionamento de mecanismos semelhantes em diferentes tumores.   
A partir da identificação das proteínas excedentes compartilhadas em todos os 
secretomas, propomos que modificações pós-traducionais possam ser fundamentais 
para a modificação de mecanismos de transporte nuclear a partir da alteração do 
controle de SUMOilação e deSUMOilação das proteínas, o que faz com que 
determinadas proteínas nucleares sejam exportadas para fora do núcleo. A presença, 
em todos os secretomas, de UBA2 e SAE1 pode indicar que não houve a formação 
da enzima ativadora de SUMO para a SUMOilação de proteínas ou que esta ocorreu 
de forma alterada, o que poderia vir a comprometer e até mesmo alterar a interação 
de proteínas SUMO no transporte nuclear, já que RanGAP1 precisa passar pelo 
processo de SUMOilação para dar direcionalidade no transporte. Ademais, a exemplo 
da proteína p53, é possível também que as proteínas nucleares sejam recrutadas e 
exportadas para fora do núcleo mesmo sem um sinal de exportação nuclear a partir 
da interação com proteínas SUMO – principalmente porque as dezenove proteínas 
compartilhadas possuem sítios de SUMOilação. Além disso, a presença de RanBP1 
em todos os secretomas pode indicar uma participação ativa não só na direcionalidade 
do transporte nuclear, mas também na secreção das demais proteínas; não 
excluímos, portanto, que RanBP1 também possa desempenhar outras funções em um 
cenário tumoral. Portanto, estudos direcionados seriam necessários para a elucidação 
da participação de RanBP1 tanto intracelular quanto no microambiente tumoral.  
Não sabemos ao certo se estas proteínas intracelulares são secretadas em 
consequência de sinalizações intracelulares ou extracelulares, no entanto, apesar de 
não possuírem um peptídeo sinal, é possível que estas proteínas apresentem 
modificações para que sejam recrutadas e encaminhadas para fora da célula por vias 
não convencionas. Sugerimos, portanto, que essa identificação possa ser derivada de 
uma mudança estrutural determinante na proteína a partir de modificações em sua 
estrutura primária ou inseridas na proteína a partir, por exemplo, da SUMOilação.  
Após essa modificação na proteína intracelular para que ela seja secretada, a 
proteína provavelmente não seria encaminhada para a via convencional de secreção 
em Golgi, pois, a exemplo da proteína FGF2, ela poderia passar por modificações que 
a levariam para degradação ou a tornariam inativa fora da célula, de modo que sua 





hipótese baseada em nossos resultados a partir da análise dos dados e que seria 
imprescindível um estudo in vitro focado na relação entre mecanismos de transporte 
nuclear e SUMOilação para confirmar ou rejeitar esta hipótese.   
Ademais, devido ao metabolismo tumoral exacerbado, também é possível que 
a célula cancerosa perca alguns pontos de controle e não consiga gerenciar 
adequadamente o envio correto de proteínas para os compartimentos celulares 
adequados. Neste cenário, algumas proteínas nucleares poderiam não ser 
encaminhadas para o núcleo da célula e permaneceriam no citosol onde, por meio de 
novas interações, teriam a probabilidade de seguir em rotas alternativas, inclusive 
para o meio extracelular. Além disso, os dois cenários poderiam ocorrer 
concomitantemente dentro da célula tumoral.  
Por fim, é importante ressaltar que este trabalho possui limitações, pois trata-
se de uma análise bioinformática do conteúdo de secretomas tumorais, havendo a 
necessidade de validação de nossos dados in vitro e in vivo para a elucidação de 
novos mecanismos de secreção proteica em células tumorais e identificação de 






Ao longo deste trabalho foram re-analizados arquivos públicos 
correspondentes a corridas de LC-MS/MS, oriundos de diferentes secretomas 
tumorais, através de busca em bancos de dados e desenvolvimento de scripts para 
melhor visualização e análise dos dados. Nossos resultados permitiram elaborar as 
seguintes conclusões:  
 
1. A análise de diferentes secretomas tumorais, obtidos e processados em 
diferentes laboratórios e equipamentos, apresentou uma similaridade 
qualitativa no repertório proteico e mostrou que a secreção proteica de 
células cancerígenas possui uma grande quantidade de proteínas 
intracelulares que possivelmente são secretadas por vias não 
convencionais; 
2. A análise da composição dos diferentes secretomas tumorais mostrou que 
somente parte deles contém proteínas de possível via secretória não-
canônica e, dependendo do tipo de câncer, esta porção pode variar de 17% 
a 39% em relação aos secretomas pré-filtragem. Para esta proteínas, foram 
identificadas similaridades, principalmente dentre os cânceres de cólon e 
ovário, o que pode indicar o acionamento de mecanismos semelhantes em 
diferentes tumores; 
3. Dentre as proteínas secretadas, há uma quantidade considerável de 
proteínas oriundas do núcleo, as quais podem ter sido identificadas nos 
secretomas não por motivo de contaminação das amostras, mas sim por 
participarem de mecanismos não convencionais de secreção, possivelmente 
desempenhando importantes papéis no desenvolvimento e progressão 
tumoral;  
4. A análise das funções moleculares das proteínas compartilhadas mostrou 
que as proteínas secretadas participam de processos de SUMOilação, uma 
modificação pós-traducional diretamente relacionada com a direcionalidade 
do transporte nuclear e que pode estar envolvida na exportação e secreção 





5. Por fim, é necessário ressaltar que este trabalho possui limitações, pois trata-
se de uma análise bioinformática do repertório de proteínas de secretomas 
tumorais, havendo a necessidade de validação de nossos dados para a 
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ANEXO B – Características específicas das amostras de câncer de cólon 
selecionadas 
 
Características da amostra 
Linhagem celular HCT116 (ATCC® CCL-247™) 
Características Carcinoma coloretal 
  
Parâmetros de busca 
Equipamento LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) 
Método (MS) High-Low 
Banco de dados sprot_2014.fasta (Homo sapiens) 
Enzima/clivagens perdidas tripsina/2 clivagens perdidas 
Modificações fixas carbamidometilação (cisteína) 
Modificações variáveis 
Dimethyl: 2H(4)13C(2) (K), Dimethyl: 2H(4)13C(2) (N-term), 
Dimethyl (K) and Dimethyl (N-term) 
 
 
Arquivos brutos escolhidos 
Descrição Nome Tamanho 




Pesado: Normoxia (21% 
O2) 
20151211-hypoxia-12_5ug-s01.RAW 132,772 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s02.RAW 132,703 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s03.RAW 198,351 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s04.RAW 117,131 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s05.RAW 132,275 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s06.RAW 154,811 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s07.RAW 117,741 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s08.RAW 142,135 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s09.RAW 158,051 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s10.RAW 191,392 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s11.RAW 136,384 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s12.RAW 158,351 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s13.RAW 154,622 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s14.RAW 214,384 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s15.RAW 181,267 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s16.RAW 265,843 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s17.RAW 190,982 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s18.RAW 274,23 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s19.RAW 225,029 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s20.RAW 309,497 MB 
20151211-hypoxia-12_5ug-s21.RAW 279,796 MB 







Arquivos brutos escolhidos 
Descrição Nome Tamanho 




Leve: Normoxia (21% O2) 
20151214-hypoxia-12_5ug-s01.RAW 189,849 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s02.RAW 197,8 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s03.RAW 186,535 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s04.RAW 162,585 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s05.RAW 141,405 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s06.RAW 148,771 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s07.RAW 141,38 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s08.RAW 196,371 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s09.RAW 198,516 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s10.RAW 216,409 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s11.RAW 155,548 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s12.RAW 168,148 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s13.RAW 165,306 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s14.RAW 230,054 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s15.RAW 205,597 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s16.RAW 267,033 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s17.RAW 206,297 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s18.RAW 268,497 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s19.RAW 233,762 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s20.RAW 301,082 MB 
20151214-hypoxia-12_5ug-s21.RAW 286,033 MB 




























ANEXO C – Características específicas das amostras de câncer de mama 
selecionadas 
 
Características da amostra 
Linhagem celular MDAMB231 (ATCC® HTB-26™) 
Características 
Tecido da glândula mamária derivada do sítio metastático 
efusão pleural  
  
Parâmetros de busca 
Equipamento QExactive (ThermoFisher Scientific) 
Método (MS) High-high 
Banco de dados EnsemblGRCh38 (Homo sapiens) 
Enzima/clivagens perdidas tripsina/2 clivagens perdidas 
Modificações fixas  carbamidometilação (cisteína) 
Modificações variáveis  oxidação (metionina), acetilação (N-terminal) 
 
Arquivos brutos escolhidos 
Descrição Nome Tamanho 
Replicata técnica 1 MDA_wt_Air.raw 2.056,367 MB 
























ANEXO D – Características específicas das amostras de melanoma 
selecionadas 
 
Características das amostras 
Linhagem celular Características 
HS895T (ATCC® CRL-
7637™) 
Fibroblasto associado ao câncer 
A375 (ATCC® CRL-1619™) Melanócito tumoral metastático 
SH4 (ATCC® CRL-7724™) Célula extraída de efusão pleural de paciente com melanoma 
  
Parâmetros de busca 
Equipamento LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) 
Método (MS) High-Low 
Database UniProt 2017_07 (Homo sapiens) 
Enzima/clivagens perdidas tripsina/2 clivagens perdidas 
Modificações fixas  carbamidometilação (cisteína); dimetilação (leve/pesado, delta 8) 
Modificações variáveis  
oxidação (metionina), acetilação (N-terminal), desamidação 
(glutamina/asparagina) 
 
Arquivos brutos escolhidos 
Descrição Nome Tamanho 
Replicata biológica 1 
Pesado: HS95T 
OB_AZP_1_20160827_01.raw 825,94 MB 
Replicata biológica 2 
Pesado: HS895T 
OB_AZP_2_20160827_02.raw 770,525 MB 
Replicata biológica 3 
Pesado: HS895T 
OB_AZP_3_20160827_03.raw 795,262 MB 
Replicata biológica 1 
A375L/SH4H 
OB_AZP_4_20160827_04_160905133413.raw 743,027 MB 
Replicata biológica 2 
A375L/SH4H 
OB_AZP_5_20160827_05_160905163243.raw 739,551 MB 
Replicata biológica 3 
A375L/SH4H 










ANEXO E – Características específicas das amostras de câncer de ovário 
selecionadas 
 
Característica da amostra 
Subtipo do câncer ovariano 
estudado 
Adenocarcinoma seroso de alto grau 
Amostra 
Células do subtipo de câncer ovariano adenocarcinoma seroso 
de alto grau (histologicamente verificado), separadas através da 
coleta do líquido ascítico de um paciente pós-cirúrgico 
cultivadas em cultura para a obtenção do secretoma 
  
Parâmetros de busca 
Equipamento QExactive HF (ThermoFisher Scientific) 
Método (MS) High-high 
Database Ensembl 81 (Homo sapiens) 
Enzima/clivagens perdidas tripsina/2 clivagens perdidas 
Modificações fixas  carbamidometilação (cisteína) 
Modificações variáveis  oxidação (metionina); acetilação (N-terminal) 
 
Arquivos brutos escolhidos 




tumorais de um 
paciente 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_01.raw 1.002,045 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_02.raw 863,361 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_03.raw 884,667 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_04.raw 905,806 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_05.raw 835,433 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_06.raw 893,814 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_07.raw 958,858 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_08.raw 983,16 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_09.raw 1.093,837 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_153_Tumor_10.raw 1.067,321 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_31.raw 1.120,465 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_32.raw 1.045,719 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_33.raw 1.086,736 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_34.raw 1.025,66 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_35.raw 935,633 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_36.raw 967,97 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_37.raw 1.028,733 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_38.raw 1.077,529 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_39.raw 1.091,36 MB 
20170110_SJ_ThomasWorzfeld_SN_159_Tumor_40.raw 1.126,635 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P161_Tumor_01.raw 826,992 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P161_Tumor_02.raw 821,234 MB 











Arquivos brutos escolhidos 




tumorais de um 
paciente 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P161_Tumor_08.raw 803,35 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P161_Tumor_09.raw 822,684 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P161_Tumor_10.raw 880,591 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_31.raw 881,512 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_32.raw 885,045 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_33.raw 858,297 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_34.raw 851,687 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_35.raw 774,1 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_36.raw 866,42 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_37.raw 907,06 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_38.raw 833,444 MB 
20170127_AK_Th_Worzfeld_SN_P162_Tumor_39.raw 908,942 MB 


















































Características das amostras 
Linhagem celular Características 
CHLA-10 (RRID:CVCL_6583) Tumor neuroectodérmico primitivo 
TC-32 (RRID:CVCL_7151) Tumor neuroectodérmico primitivo 
  
Parâmetros de busca  
Equipamento QExactive HF (ThermoFisher Scientific) 
Método (MS) High-High 
Database Swissprot v2016-11-30 (Homo sapiens) 
Enzima/clivagens perdidas tripsina/2 clivagens perdidas 
Modificações fixas  carbamidometilação (cisteína) 
Modificações variáveis  
oxidação (metionina), desamidação (glutamina/asparagina), 
fosforilação (serina), treonina e tirosina foram consideradas como 
modificações em potencial 
 
Arquivos brutos escolhidos 
Secretoma da linhagem celular TC32 (PBS) 
Descrição Nome Tamanho 
Replicata 
técnica 1 
UM_Q_50cm_2017_0870.raw 2.219,575 MB 
Replicata 
técnica 2 
UM_Q_50cm_2017_0872.raw 2.284,219 MB 
Replicata 
técnica 3 




Secretoma da linhagem celular CHLA10 (PBS) 
Descrição Nome Tamanho 
Replicata 
técnica 1 
UM_Q_50cm_2017_1384.raw 1.471,981 MB 
Replicata 
técnica 2 
UM_Q_50cm_2017_1386.raw 1.435,505 MB 
Replicata 
técnica 3 








ANEXO G – Identificação no Uniprot/Swissprot das proteínas mitocondriais e 
relacionadas à apoptose removidas 
 























































































































































































































































































































ANEXO H – Lista dos genes das cem principais proteínas que são 


















































































































































































































ANEXO I – Vias enqueridas mais relevantes referentes às proteínas únicas  
 








ANEXO J – Sítios de SUMOilação identificados nas proteínas compartilhadas 
 
Score >= 0.5 for SUMOylation site, Score < 0.5 for non-SUMOylation site 
  































































































































































ANEXO L – Descrição da localização das proteínas compartilhadas em tecidos 
no The Protein Atlas 
 
 
Nota. Em verde, as amostras com a localização da proteína nuclear alterada para citoplasma. 
 
 
Normal Disease Normal Disease
Normal (lymph 
node)
Disease Normal (skin) Disease Normal Disease





























































































































































SF3A1 Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear















































































TRIM28 Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear
UBA2 Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear Nuclear
Breast Colon Ewing sarcoma Melanoma Ovary
